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En el microambiente tumoral, algunas condiciones como la heterogeneidad celular, las concentraciones 
de oxígeno y la inmunoedición ejercida por las células del sistema inmune, inducen un proceso de 
selección natural que favorece la adaptación de las células de cáncer al ambiente cambiante. Estas 
condiciones pueden potenciar el inicio, la supervivencia y proliferación de las células de cáncer. Aunque  
existen algunos trabajos que muestran los cambios que presentan las células del sistema inmune en el 
microambiente tumoral, se desconocen los posibles efectos que genera la presencia de este tipo de 
células sobre la regulación del metabolismo glucolítico y el estrés oxidativo en células de cáncer de 
colon y cómo esto puede fomentar la supervivencia de este tipo de células durante la inmunoedición. 
En este estudio se propone un sistema de co-cultivo in vitro entre Células Mononucleares de Sangre 
Periférica (CMSPs) y la línea celular de cáncer de colon humano HT29 para estudiar los posibles 
cambios metabólicos y de estrés oxidativo de las células cancerosas. Las células fueron co-cultivadas 
por 24 horas en relaciones HT29: CMSP como sigue, 1:0 (HT-29 en monocultivo), 1:½, 1:3, 1:5 y 1:10, 
en normoxia (20% O2) o hipoxia (1% O2). Se determinó la viabilidad celular, apoptosis, captación de 
glucosa, la concentración de lactato extracelular, los niveles de proteínas involucradas en el 
metabolismo glucolítico tales como Hexoquinasa 2 (HK2), la Isoenzima Piruvato Quinasa M2 (PKM2) 
y los niveles de especies reactivas de oxígeno (ROS).  
 
Los resultados mostraron una disminución en la viabilidad de las células HT-29 entre un 15 a 25% y 
un incremento en la apoptosis temprana entre un 10 a 15%, en la apoptosis tardía entre un 7 a 10%  y 
en la necrosis del 5% al incrementar el número de CMSP en el co-cultivo. El consumo de glucosa en 
las células HT-29 y la concentración de lactato en el medio extracelular se vieron incrementados para 
las relaciones bajas del co-cultivo, pero disminuyó en la relación más alta. Los niveles de PKM2 no se 
vieron alterados en las diferentes relaciones evaluadas. Sin embargo, los niveles de HK2 disminuyeron 
ligeramente en la relación 1:10 en normoxia. Los niveles de ROS incrementaron gradualmente a medida 
que se incrementó el número de CMSPs en el co-cultivo en condiciones de normoxia, pero no en 
hipoxia. Los cambios metabólicos en las relaciones bajas del co-cultivo podrían estar asociadas a la 
glucólisis anaerobia o al efecto Warburg, mientras que las relaciones altas podrían estar asociadas a un 
efecto Warburg reverso. Este modelo podría ser aplicado para identificar cambios metabólicos en  
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In the tumoral microenvironment, some conditions such as the cellular heterogeneity, concentration of 
oxygen and immunoediting exerted by immune cells, could induce a natural selection process which 
favors the adaptation of cancer cells to the changing environment. These conditions could enhance the 
initiation, survival and proliferation of cancer cells. Although there are some works focused on the 
possible changes that suffer the immune system cells in the tumoral microenvironment, it is unknown 
the possible effect that the presence of immune cells has on the regulation of glycolytic metabolism and 
oxidative stress in colon cancer cells and how it could influence the survival of these type of cancer 
cells during immunoediting. This study proposed an in vitro co-culture system between peripheral blood 
mononuclear cells (PBMCs) and HT29 human colon cancer cells as an in vitro model to study possible 
changes in glycolytic metabolism an oxidative stress of cancer cells. The cells were co-cultured for 24h 
at ratios between HT29: PBMCs as follow, 1: 0 (HT-29 monoculture), 1:  ½, 1: 3, 1: 5 and 1: 10, in 
normoxia (20% O2) or hypoxia (1% O2). Cell viability, apoptosis, glucose uptake, lactate concentration 
in the extracellular medium, the levels of proteins involved in the glycolytic metabolism, such as 
Hexokinase 2 (HK2) and Pyruvate kinase isozymes M2 (PKM2) and levels of reactive oxygen species 
(ROS) were determined.  
 
The results showed a decrease in the viability of the HT-29 cells between 15 and 25% and an increase 
in stages of early apoptosis between 10 and 15%, late apoptosis 7 to 10% and necrosis 5% when the 
number of PBMCs was increased in the co-culture. The glucose uptake and lactate concentration in 
extracellular medium increase for the low ratios of co-culture, but decrease for the highest ratio of co-
culture. Levels of PKM2 were not altered at any of ratios tested. However, the levels of HK2 slightly 
decreased at 1:10 ratio in normoxia. The ROS levels increased gradually when the number of PBMCs 
was increased in normoxia but not in hypoxia. The metabolic changes at low ratios of co-culture could 
be linked with the anaerobic glycolysis or the Warburg effect, meanwhile the high ratios of co-culture 
could be linked with the reverse Warburg effect. This model could be applied to identify metabolic 
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Símbolos      Término   




µm Micrómetros  




Km Constante de Michaelis-Menten. 
min  Minutos 
mL Mililitros 
mM Milimolar 
pH Potencial de hidrógeno 
rpm Revoluciones por minuto 
U Unidades 
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AKT Proteína quinasa B.                                                Protein kinase B. 
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kinase. 
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Cellular gene similar to myelocytomatosis 
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Proto-oncogene JUN. 
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Cluster de diferenciación 4. Cluster of differentiation 4. 
CD8+                       
 
Cluster de diferenciación 8. Cluster of differentiation 8. 
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inhibidor celular proteico de FLICE. (FADD-like IL-1β-converting enzyme)-
inhibitory protein. 
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Células Mononucleares de Sangre 
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IL-17                       Interleuquina 17. Interleukin-17. 
IL-22                        Interleuquina 22. Interleukin-22. 
IL-23                        Interleuquina 23. Interleukin-23. 
K-ras                      Oncogen homólogo al sarcoma viral de 
rata Kirsten. 
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                  . 
                     
                
                        
                        
 
                   
                  
               
                    
























































La gran heterogeneidad del microambiente tumoral se debe entre otros aspectos, a que se compone de 
varios tipos de células y de condiciones diversas en cuanto al pH, la disponibilidad de nutrientes o las 
concentraciones de oxígeno presentes. Allí se encuentran células cancerosas, fibroblastos, células 
endoteliales, y en gran proporción células del sistema inmune, además de los componentes de la matriz 
extracelular y algunas sustancias secretadas por las mismas células como citoquinas y quimioquinas.  
 
Aunque en varios estudios se ha podido establecer que el microambiente tumoral es determinante en el 
crecimiento del tumor, en cuanto a aspectos como la inflamación y específicamente la inmunoedición, 
se conoce muy poco del efecto regulador que tienen las células que componen dicho microambiente 
sobre la respuesta y adaptaciones metabólicas de las células cancerosas.  
 
El grupo de investigación de Bioquímica y Biotecnología (Bio-Bio) de la Universidad del Rosario, con 
su línea mecanismos bioquímicos y moleculares de la respuesta celular activada por estrés, tiene un 
gran interés en simular el microambiente tumoral y estudiar en este contexto, el efecto que ejercen las 
células mononucleares de sangre periférica (CMSP) sobre la respuesta metabólica de las células 
tumorales de cáncer de colon.  
 
Este trabajo se realizó en tres fases. La primera se enfocó en establecer las condiciones óptimas del co-
cultivo celular y en evaluar la viabilidad y los diferentes estadios de apoptosis que ilustraran si el 
modelo in vitro planteado podría ejercer una acción citotóxica por parte de las células inmunes que 
asemejara el primer paso de la inmunoedición. En la segunda se evaluó la existencia de cambios a nivel 
del metabolismo glucolítico a través de la medición de la producción de lactato al medio extracelular, 
el pH del medio extracelular, la captación de glucosa y los cambios de los niveles de dos proteínas 
involucradas en el metabolismo glucolítico, tales como HK2 y PK-M2. En la tercera fase se evaluaron 
los cambios en el estrés oxidativo a través de la medición de la producción de especies reactivas de 
oxígeno (ROS). 
MARCO TEÓRICO 
Recientemente se ha reconocido y acuñado el término de microambiente tumoral para hacer referencia 
a la interrelación entre las células tumorales y las células normales (fibroblastos, células endoteliales, 
células de la respuesta inmune) que componen el tumor, además de las condiciones de oxigenación, pH 





Durante el desarrollo del tumor se han podido evidenciar ciertas características biológicas distintivas 
entre las que se encuentran: señales de proliferación sostenida, evasión de supresores de crecimiento, 
resistencia a la muerte celular, bajo control en la inmortalidad replicativa, inducción de la angiogénesis 
y activación de la invasión y la metástasis. Más recientemente se han incluido en dicha lista la 
inestabilidad genómica, la inflamación, la evasión de la acción inmune sobre células malignas y la 
reprogramación del metabolismo energético 1. 
 
Tomando como base el metabolismo energético, algunos estudios describen la reprogramación que 
presentan las células cancerosas hacía un metabolismo glucolítico y el incremento en la expresión o 
actividad de algunas proteínas involucradas en esa vía metabólica 1–7. Además, se ha profundizado en 
la relevancia de un switch metabólico, para que las células cancerosas puedan obtener los metabolitos 
suficientes (ácidos nucleicos y amino ácidos) que permitan la generación de macromoléculas necesarias 
durante la proliferación celular 6,8,9. Otros estudios han demostrado que, en condiciones de normoxia, 
algunos tumores presentan subpoblaciones de células de cáncer que pueden estar más dirigidas hacia 
un metabolismo de fosforilación oxidativa pasando por la glucolisis y el ciclo de Krebs. Otras células 
están más dirigidas hacia un metabolismo glucolítico de producción de lactato (efecto Warburg) 10–12 y 
otras podrían consumir lactato extracelular para transformarlo a piruvato y posteriormente a Acetil-
CoA dirigiéndolo al ciclo de Krebs y posteriormente a la fosforilación oxidativa (efecto Warburg 
reverso)13. 
 
Otros trabajos se han enfocado en la influencia que tienen citoquinas14,15, factores de transcripción, 
oncogenes y supresores de tumor en la modulación del metabolismo glucolítico de las células 
cancerosas5,6,10,11,16,17. Sin embargo, un aspecto que se ha dejado un poco de lado en muchos de estos 
estudios, es la posible influencia de otras células del microambiente tumoral sobre el metabolismo 
glucolítico de las células de cáncer, específicamente, el efecto de las células del sistema inmune  y sus 
posibles implicaciones en el crecimiento del tumor y en la resistencia a los tratamientos antitumorales. 
 
1.1 La inflamación y su relación en la interacción entre células tumorales y CMSPs dentro del 
microambiente tumoral. 
En estudios sobre cáncer colorrectal se ha establecido una correlación entre la inflamación en el colon, 
el desarrollo y progresión del tumor. Se ha visto que alteraciones en algunos genes supresores de 
tumores u oncogenes podrían estar relacionadas con el microambiente tumoral, ligado directa o 
indirectamente a un proceso inflamatorio. Por ejemplo, la transición de un epitelio normal a un tumor 
maligno involucra la alteración de genes supresores de tumores (tales como APC y p53) y oncogenes 
(como K-ras), que podría estar vinculada a una constante activación de algunas rutas de señalización 
promovidas por citoquinas pro-inflamatorias o daños a nivel genómico por especies reactivas de 
oxígeno y nitrógeno. De tal modo, los tumores se benefician de las señales proliferativas y de 
supervivencia que se generan en dicho microambiente tumoral para continuar con su progresión 14,15.  
 
Con base en el estudio de algunas enfermedades inflamatorias que se presentan a nivel intestinal como 
la colitis ulcerativa o la enfermedad de Crohn, se ha podido establecer la conexión entre la inflamación 
y la tumorogénesis del cáncer colorrectal. A los tumores involucrados con enfermedades inflamatorias 
se les conoce como cáncer asociado a colitis (CAC) 18,19. Sin embargo, algunos tumores colorrectales 
que no están asociados clínicamente con dichas enfermedades, denominados generalmente de cáncer 
colorrectal (CRC), también presentan infiltraciones inflamatorias y un incremento de citoquinas pro-
inflamatorias 14,15. Ambos tipos de tumores tienen en común la alteración de algunas vías de 




3, NFκ-B y proteínas de reparación de errores del DNA (MMR) 20–22. Algunos de estos factores de 
transcripción, como por ejemplo STAT-3 y NFκ-B,  son esenciales en la activación de vías de respuesta 
inflamatoria.  
 
Aunque la inflamación crónica puede estar involucrada en los tres estadios de desarrollo del tumor: 
iniciación, promoción y progresión, esta resulta ser más relevante durante la promoción y la progresión 
del tumor 14,15. De hecho,  la progresión del tumor se sustenta en la interacción entre las células 
tumorales y algunos componentes del microambiente tumoral, tales como: citoquinas, quimioquinas y 
matriz extracelular. En general los tumores están infiltrados por varios tipos de células, con una gran 
proporción de células del sistema inmune, entre las que se encuentran neutrófilos, mastocitos, células 
natural killer, células dendríticas, macrófagos asociados a tumores, algunas células supresoras 
derivadas de la línea mieloide, linfocitos T, linfocitos B, fibroblastos y miofibroblastos 14,15.  
 
1.2 Citoquinas y vías de señalización involucradas en la progresión del cáncer asociadas a 
inflamación. 
 
En el microambiente tumoral, durante la interacción entre células del sistema inmune y células de 
cáncer de colon, se ha visto que hay un incremento en la producción de citoquinas pro-inflamatorias y 
algunas citoquinas anti-inflamatorias. Dentro de las citoquinas pro-inflamatorias se encuentran IL-6, 
IL-1, IL-1α , IL-1β, IL17, IL22, IL23, TNF y EGF 14,15,23–25. Dentro de las citoquinas anti-inflamatorias 
se encuentran IL-10, IL-11 y TGF-β 26–28. Aunque, en el microambiente tumoral, no se tiene la certeza 
en qué proporción estaría contribuyendo a la producción de estas citoquinas cada tipo de células, si se 
podría pensar que la mayor contribución vendría por parte de las células del sistema inmune que 
generan algún tipo de respuesta cuando están en presencia de células de cáncer de colon.  
 
Hay varios indicios que vinculan a las citoquinas con la progresión del cáncer de colon. Por ejemplo, 
la IL-6 estimula la proliferación de enterocitos premalignos y de células de cáncer de colon 
incrementando el crecimiento del tumor 26,29–31. También  promueve la diferenciación de las células 
Th17, las cuales pueden mantener un proceso inflamatorio sostenido y regular la supervivencia de otras 
células T pro-inflamatorias 32–36. Otro ejemplo es el TNF, el cuál actúa como un factor promotor del 
tumor al incrementar el proceso inflamatorio en las enfermedades intestinales. El TNF se presenta en 
los primeros estadios de inflamación y se relaciona con la producción de otras citoquinas, quimioquinas 
y moléculas de adhesión endotelial. También incrementa la permeabilidad vascular, permitiendo el 
reclutamiento de más leucocitos en el sitio de inflamación 25,35,37–40. Otro ejemplo de citoquinas que se 
ven incrementadas en los primeros estadios de inflamación, es la familia de IL-1. Esta familia de 
citoquinas se ha visto fuertemente asociada a varios cánceres gastrointestinales, incluyendo el cáncer 
gástrico y el CAC 41–44.  
 
Algunas citoquinas parecen jugar un papel paradójico, tal como el TGF-β, el cuál puede actuar de 
manera antitumoral en algunos cánceres gastrointestinales, a través de la inhibición de la proliferación, 
estimulando la apoptosis, y suprimiendo la expresión de otras citoquinas pro-tumorigénicas26,45–48. Sin 
embargo, en algunos estados avanzados, esta citoquina contribuye a la progresión maligna del tumor 
promoviendo la transición epitelial-mesenquimal y suprimiendo la actividad antitumoral de las células 







Durante el proceso inflamatorio se activan cuatro vías de señalización que llevan al desarrollo del tumor 
y que corresponden a la activación de NF-κB20, STAT-321, Wnt/βcatenina22 y AKT-mTOR6.                   
La activación aberrante de NF-κB ha sido detectada en más del 50% de tumores colorrectales o CAC20. 
La activación constante de esta vía induce la progresión del tumor incrementando la proliferación 
celular, la angiogénesis, inhibiendo la muerte celular y promoviendo la invasión y metástasis. La 
actividad antiapoptótica de NF-κB está mediada por la activación de los genes Bcl2, Bcl-xL y 
cFLIP20,50,51. Las citoquinas pro-inflamatorias que activan esta vía en las células de cáncer de colon son 
TNF, IL-1, IL-1β, IL17, RANKL y linfotoxina-β 14,15. 
 
La activación del factor de transcripción STAT3 se puede dar por muchos factores de crecimiento y 
citoquinas14,15,21, tales como IL-11, IL-2252, el factor de crecimiento de hepatocito, ligandos del receptor 
EGF (TGF-α26, EGF), y algunas tirosina quinasas oncogénicas (c-Met o Src). Las citoquinas pro-
inflamatoria más descritas en cáncer de colon que activan esta vía son IL-629–32 y IL-1734,53,54   Hasta 
el momento no se ha visto que la vía NF-κB o STAT3 presenten mutaciones que mantengan estas vías 
activas en cáncer colorrectal o tumores asociados a colitis14,15. Esto sugiere  que la regulación alterada 
de estas vías se da de manera autocrina o paracrina, ya sea por las mismas células cancerosas y/o por 
células del sistema inmune, a través de moléculas solubles 15.  
 
Las vías Wnt/βcatenina y AKT/mTOR, se han visto involucradas con las dos primeras vías, NF-κB y 
STAT355–57. La activación de NF-κB por citoquinas pro-inflamatorias, como IL-1β, activa 
indirectamente las vías AKT/mTOR y Wnt a través de las proteínas PDK1 y GSK357–59. Al activar 
AKT/mTOR y Wnt se estimula la proliferación de las células tumorales dado que su activación regula 
la transcripción de genes involucrados en la progresión del tumor como c-myc, c-jun, ciclina-D6,22,24. 
Además de que  AKT/mTOR y Wnt son relevantes en la progresión del tumor bajo un componente 
genético, también están regulando la progresión del tumor a nivel metabólico. Al activarse estas dos 
vías, se estimula la transcripción y traducción de las proteínas PDK y HIF-1α las cuales regulan el 
metabolismo glucolítico57–59. De hecho, estas dos vías podrían tener una fuerte conexión que demuestre 
que existe un cambio metabólico de las células tumorales de cáncer de colon asociada a las citoquinas 
pro-inflamatorias generadas durante un proceso inflamación en el cáncer colorrectal y el cáncer 
asociado a colitis54,59.   
 
1.3 Inmunoedición 
Al proceso inflamatorio que va ligado al desarrollo y la progresión del tumor se le conoce como 
inmunoedición, figura 1. Este proceso se compone de tres etapas. La primera se le conoce como 
inmunovigilancia o de eliminación, la segunda se le conoce como inmunoselección o de equilibrio y la 
tercera se le conoce como inmunosubversión o escape tumoral. En la inmunovigilancia, se regula la 
detección y la eliminación de células transformadas o aberrantes y se mantiene en un estado de 
dormancia a los tumores pequeños. Este proceso se efectúa a través de células T CD8+, células CD4+ y 
células Natural Killer. En la inmunoselección, se establece un balance entre una inflamación 
antitumoral y una inflamación protumoral. En esta etapa se inicia un proceso de inmunosupresión en 
las células del sistema inmune. Además, podrían estar asociados cambios de tipo metabólico, en vías 
de señalización, genético y epigenético a nivel de las células de cáncer, que le podrían conferir a estas, 
resistencia y supervivencia frente a la acción del sistema inmune. En la última etapa de escape tumoral, 
la inflamación protumoral sobrepasa la acción de la inmunidad antitumoral, mediante la regulación de 
la supervivencia de las células tumorales, regulación de la proliferación de las mismas, la inducción de 




reguladoras 60–63. Todo este proceso de inmunoedición se ha visto vinculado a un estado inflamatorio 
claramente observado en enfermedades intestinales. 
 
 
Figura 1. Pasos de la inmunoedición. La primera se le conoce como inmunovigilancia o de eliminación, la segunda se le 
conoce como inmunoselección o de equilibrio y la tercera  se le conoce como inmunosubversión o escape 61–64. Fuente: 
elaboración propia. 
 
1.4 Metabolismo glucolítico en células de cáncer. 
El acceso al oxígeno es fundamental para la mayoría de los organismos. Las fluctuaciones en los niveles 
de este gas, han obligado a los organismos multicelulares a responder y adaptarse a estos cambios a 
través de elaborados mecanismos moleculares. Cuando el oxígeno se vuelve limitante, las células 
responden llevando su metabolismo celular hacia el bajo consumo de oxígeno y minimizando la 
influencia de los radicales libres de oxígeno. Como consecuencia, se presenta una disminución en la 
fosforilación oxidativa y un incremento en la dependencia de la glucólisis como fuente primaria de 
producción de ATP 2–7,65–68.   
 
Entre los cambios moleculares más importantes que buscan contrarrestar los efectos deletéreos de los 
bajos niveles de oxígeno se encuentran: el aumento en la expresión de genes que codifican para enzimas 
glucolíticas y transportadores de glucosa, que permiten el cambio hacia la vía glucolítica5–7; factores 
de transcripción que expresan enzimas encargadas de regular el estrés oxidativo; factores angiogénicos 
que promueven la vascularización, para incrementar la oxigenación; y oncoproteínas, que le dan a las 
células tumorales hipóxicas ventajas en su crecimiento10,11,13 .  
La mayoría de los tumores sólidos con volúmenes mayores a 1mm3 contienen tanto regiones hipóxicas 




Además, también se han podido observar diferencias en cuanto al metabolismo de las células 
cancerosas, siendo esto un reflejo de la heterogeneidad que se presenta en los tumores. 
 
1.4.1 Efecto Warburg 
Tal vez la característica más notable en cuanto a las diferencias metabólicas que pueden presentar 
algunas células cancerosas, es el cambio metabólico dirigido hacía la fermentación láctica, 
independientemente de la disponibilidad de oxígeno. A este fenómeno se le conoce como efecto 
Warburg 2–4,67.   
Dentro de las moléculas y enzimas que se ven activadas o cuya expresión se ve incrementada, en el 
metabolismo glucolítico, ya sea en condiciones de hipoxia o durante el efecto Warburg, están: los 
transportadores de glucosa, GLUT 1, 2, 3 y 4;  Hexoquinasa 2 (HK2); Aldolasa A; GAPDH; 
fosfoglicerato quinasa 1; fosfoglicerato mutasa; Enolasa 1; Piruvato quinasa M2 (PKM2) y lactato 
deshidrogenasa A (LDHA)65–67. 
 
1.4.2 Efecto Warburg reverso 
En el efecto Warburg reverso algunas células del microambiente tumoral están dirigidas a realizar un 
metabolismo de glucólisis anaerobia, lo cual genera un incremento en el lactato extracelular por parte 
de estas. El incremento de lactato extracelular puede ser tomado como una ventaja para algunas células 
cancerosas y no cancerosas que captan el lactato secretado y lo incorporan para su transformación en 
piruvato y posteriormente en Acetil-CoA que ingresa al ciclo de Krebs13. De este modo dichas células 
obtienen energía a partir del lactato extracelular disponible en el microambiente tumoral13. 
 
1.4.3 Glutaminólisis 
Otro aspecto a considerar en el microambiente tumoral es la acidosis que se genera por la presencia del 
lactato y protones libres en el medio extracelular. La acidosis puede repercutir en un cambio de la 
actividad metabólica de manera compatible y paralela al efecto Warburg reverso. Cuando hay un 
incremento en el lactato extracelular y una disminución en el pH se ha observado un incremento en la 
glutaminólisis. Esta transforma glutamina en glutamato y posteriormente en alfa-cetoglutarato para 
ingresar en el ciclo de Krebs, contribuyendo en la generación de ATP, siendo fuente de esqueletos 
carbonados para la posterior síntesis de ácidos grasos68.  
Tanto en el efecto Warburg reverso como en la glutaminólisis se da una disminución en el consumo de 
glucosa y la glucolisis anaerobia. Sin embargo, esta disminución no llega a reducir completamente el 
consumo de glucosa, en vez de eso, la célula direcciona la glucosa consumida a la vía de pentosas 
fosfato. Este redireccionamiento tiene dos fines. El primero es la producción de esqueletos carbonados 
para la síntesis de nucleótidos y ácidos nucleicos. El segundo y tal vez más relevante es tratar de mitigar 
el efecto del estrés oxidativo generado por la acidosis o la inflamación, en el microambiente tumoral, a 
través de la generación de NADPH que actúa como un agente reductor de las ROS presentes en la 
célula13,68. 
1.4.1 HK2 
Como indicadores de un posible cambio sobre el metabolismo glucolítico, en este proyecto, se evaluó 




Las hexoquinasas son una familia de  proteínas que catalizan el primer paso del metabolismo de la 
glucosa, la fosforilación dependiente de ATP de la glucosa (Glc) para obtener glucosa 6 fosfato (G6P). 
El paso de Glc a G6P promueve y regula un gradiente de concentración que facilita la entrada de glucosa 
a las células. Dentro de la familia de hexoquinasas se encuentran principalmente 4 isoformas, 
expresadas en tejidos de mamíferos y codificadas por genes separados. Las isoformas son HK1, HK2, 
HK3 y HK4 (también conocida como glucoquinasa). HK1, HK2 y HK3 que tienen un peso molecular 
de 100kDa son isoformas de alta afinidad con un Km= ~0.02mM, mientras que la HK4 con un peso de 
50 kDa tiene una afinidad más baja, Km= ~5mM. Dicha afinidad puede ser regulada por la 
concentración de G6P 69–74.  
Para el caso de este trabajo nos enfocamos en HK2 ya que se ha visto sobre expresada en células de 
cáncer, induciendo una aceleración en el flujo de glucosa hacia el interior de la célula. HK2 está 
expresada en altos niveles en tejidos embrionarios y en un número muy limitado de tejidos normales 
de adultos, tales como tejido adiposo, esquelético y de músculo cardiaco. En cáncer colorrectal se ha 
visto una alta expresión de HK2 en regiones del tumor donde se refleja un alto consumo de glucosa y 
de actividad glucolítica69–74. 
HK2 tiene una estrecha relación con la mitocondria a través de la interacción con una proteína 
semejante a un poro que es un canal aniónico dependiente de voltaje (VDAC) localizado en la parte 
externa de la membrana mitocondrial. EL VDAC permite el paso de pequeños metabolitos (peso 
molecular < 1500) a través de la membrana, por ejemplo, facilitando el paso de nucleótidos de adenina 
hacia la cara externa de la mitocondria. Además, sirve como sitio de unión para HK y glicerol quinasas 
75,76.  
La unión entre HK2 y VDAC es crucial para que HK2 pueda obtener ATP desde la mitocondria y pueda 
realizar su acción enzimática. Además dicha interacción es crítica en la prevención de la inducción de 
apoptosis77,78. Esto se ha podido inferir de experimentos en los cuales sobre-expresan a VDAC o mutan 
aminoácidos claves en la unión de HK2 a VDAC y se observa un incremento en la inducción de 
apoptosis en tumores79–82. Aún no es claro cómo podría estar regulándose la apoptosis debida a esta 
unión, sin embargo, algunas hipótesis plantean que la unión de HK2 a VDAC altera la conformación 
de VDAC generando un estado cerrado del canal que previene la transición de permeabilidad 
mitocondrial inducida por Ca2+, lo cual genera la permeabilidad en la membrana interna mitocondrial 
y la liberación de citocromo C82–86. Otra hipótesis plantea que HK2 al unirse con VDAC altera su 
conductancia. Esto suprime la función mitocondrial y estimula la fermentación láctica76,78. 
Con relación a nuestro modelo de estudio, se ha visto que en líneas celulares de cáncer colorrectal como 
HT-29, T84, Caco-2 y HCT116, la expresión de HK2 aumenta bajo la presencia de IL-17. La IL-17 es 
una citoquina pro inflamatoria secretada principalmente por linfocitos Th1753. En el microambiente 
tumoral la interacción entre las células tumorales y las CMSPs podría inducir la diferenciación de estas 
últimas hacia un fenotipo Th17 y con ello la secreción de algunas interleuquinas como la IL-17 lo que 
podría a su vez, aumentar la expresión de HK2 en las células HT29. 
 
1.4.2 PKM2 
Las enzimas piruvato quinasas (PKs) catalizan la transfosforilación desde el fosfoenolpiruvato (PEP) 
hacia ADP como último paso de la glucólisis para generar ATP y piruvato. La producción de ATP a 
partir de las PKs es independiente de oxígeno, lo cual facilita la supervivencia de células en condiciones 




Existen 2 isoenzimas pertenecientes a la familia de las PKs que son codificadas por el gen PKM, la 
isoenzima Piruvato Quinasa de tipo M1 (PKM1) y la isoenzima Piruvato Quinasa de tipo M2 (PKM2). 
Se diferencian entre sí por splicing alternativo del exón 9 (para PKM1) y 10 (para PKM2), lo cual 
genera una diferencia de 23 aminoácidos en la región carboxilo terminal de la enzima. PKM1 es 
expresada en órganos que requieren una alta generación de energía, tales como músculo y cerebro, 
mientras que la PKM2 está asociada a tejidos de pulmón, islotes pancreáticos, tejido graso, retina o 
aquellos cuyas células están en una alta tasa de síntesis de ácidos nucleicos, como células proliferantes, 
células embrionarias o células tumorales88–92.  
La piruvato quinasa es usualmente un homotetrámero compuesto de 4 subunidades idénticas y cada 
subunidad se compone de 4 dominios. PKM2 se puede encontrar en forma de dímero o tetrámero y 
puede ejercer diferentes funciones dependiendo de la forma en que se encuentre. La PKM2 que se 
encuentra activa y en su forma tetramérica, tiene una alta afinidad por el sustrato PEP para producir 
ATP y piruvato, mientras que cuando se encuentra en su forma dimérica, tiene una baja afinidad por el 
sustrato PEP y su actividad enzimática disminuye 88–93.  
Una célula en división requiere de dos condiciones: energía e intermediarios metabólicos 
(fosfometabolitos), necesarios como precursores de la síntesis de ácidos nucléicos, amino ácidos y 
lípidos. La primera condición se ha visto asociada a la oxidación completa de la glucosa a través de la 
vía glucolítica, bien sea en su culminación por la fermentación láctica o por los procesos de respiración 
celular; la PKM2 se mantiene en su forma tetramérica, permitiendo un flujo continuo de la vía 
glucolítica, y de este modo produce ATP y piruvato. La segunda condición se ha visto asociada a la vía 
de las pentosas fosfatos, y a la producción de fosfolípidos a partir del gliceraldehído 3 fosfato y la 
producción de serina a partir de glicerato 3 fosfato por la derivación de reacciones de la vía glucolítica; 
la PKM2 se mantiene en su forma dimérica generando un bloqueo del flujo glucolítico y una 
acumulación de los intermediarios de la glucólisis que pueden entrar a las diferentes vías de síntesis de 
precursores. A este tipo de regulación metabólica se le conoce como “Metabolic budget system”93.   
Además de la regulación metabólica que presenta PKM2 en sus formas tetraméricas y diméricas, 
también se ha visto asociada a múltiples funciones no glucolíticas y a varias proteínas citosólicas y 
nucleares. Dentro de las proteínas con las que se ha visto involucrada están: “HERC1, A-Raf, 
cytoplasmic-PML, pantothenate kinase 4, octamer-4, SUMO ubiqutin E3 ligase, thyroid hormone, 
somatostatin”, entre otras 93.  
 
1.5 Especies Reactivas de Oxígeno (ROS). 
Las ROS son moléculas derivadas del oxígeno (O2) que pueden oxidar otras moléculas, y pueden estar 
en forma de radicales libres (O2
- : anión superóxido) o como peróxido de hidrogeno (H2O2) 
94.  
Las especies reactivas de oxígeno ROS tienen un papel fundamental en el desarrollo de cáncer a través 
de diferentes mecanismos que incluyen: 1) Inducción de daño estructural en el DNA, alteración de 
oncogenes o genes supresores de tumor; 2) alteración de vías de señalización citoplasmáticas y 
nucleares; 3) Modulación de la actividad de genes y proteínas que responden a estrés y regulan procesos 
de proliferación, diferenciación y apoptosis 95,96.  
Existen varias fuentes de ROS incluyendo: 1) La mitocondria, debido a una disrupción en la cadena de 
transporte de electrones, en donde la fuga de electrones en los complejos enzimáticos I y III producen 
O2
- y posteriormente H2O2 
97; 2) La membrana plasmática por NADPH oxidasas, lipooxigenasas y en 




ácidos grasos, D-amino oxidasa ácida, L-2 hidroxiácido oxidasa y urato oxidasa; 4) El citosol, 
relacionadas con óxido nítrico sintasa, lipooxigenasa; y 5) El retículo endoplásmico (principalmente 
citocromo P450, enzimas b5, diamino oxidasa y Ero1) 98–100. 
Un aspecto interesante a recalcar es cómo podrían ser incrementados los niveles de ROS a medida que 
se incrementan el número de células del sistema inmune presentes en el microambiente tumoral. Esto 
se deduce de la acción citotóxica que ejercen los macrófagos y los linfocitos durante el proceso 
inflamatorio. Este incremento de ROS va vinculado a la acción de citoquinas que son secretadas al 
medio extracelular y/o a la inducción de apoptosis por parte de las CMSP 14,101,102. 
Algunos resultados asocian a citoquinas con el incremento de ROS en varios tipos celulares. Por 
ejemplo, TNF-α incrementa los niveles de ROS mitocondrial en células tumorales, células endoteliales 
y hepatocitos103,104;  IL-1β estimula la producción de ROS en células de epitelio pigmentario retinal, 
células de anemia de Fanconi y hepatocitos101,105,106; IFN- γ incrementa los niveles de ROS en líneas 
celulares de linfoblastos 106,107. A pesar de las evidencias, se desconocen los mecanismos exactos o las 
vías de señalización por los cuales actúan cada uno de los tipos de citoquinas para generar ROS. Hasta 
el momento sólo se ha podido discernir que la inducción de ROS por TNF- α e IFN-γ es dependiente 
del complejo II de la cadena de transporte de electrones101, mientras que la inducción de ROS por IL-
1β está más asociada a las NADPH oxidasas101.  
El incremento de ROS en el microambiente tumoral, bajo la acción de citoquinas, en niveles tolerables 
(no citotóxicos) para las células cancerosas, podría contribuir en la modulación del metabolismo celular 
dirigido hacia glucólisis anaerobia. Esto se infiere del hecho de que las ROS están implicadas en la 
activación de PI3K, AKT, MAPKp38 y AMPK, las cuales están involucradas en la estabilidad de HIF-
1α y su translocación al núcleo. Al activarse HIF-1α se induce la transcripción y expresión del 
transportador de glucosa GLUT-1108, lo cual favorece la glucólisis anaerobia.   
 
1.6 Planteamiento del problema. 
Durante la progresión del cáncer de colon, la inmunoedición y las condiciones de normoxia e hipoxia 
desencadenan un proceso de selección natural que favorece la adaptación de células de cáncer al 
ambiente cambiante, que en la mayoría de los casos, está vinculada a la activación de vías de 
señalización. Dicha activación ocurre tanto en las células del sistema inmune como en las células de 
cáncer de colon, luego de estímulos autocrinos y paracrinos de citoquinas secretadas al medio. La 
activación de algunas vías de señalización pueden estar dirigidas, entre otras funciones, a generar 
cambios metabólicos que dan respuesta a las condiciones cambiantes del microambiente tumoral.  
Si bien algunos cambios de las células del sistema inmune durante la inmunoedición han sido estudiados 
e igualmente existen indicios de que algunas vías de señalización posiblemente estén relacionando a 
las células del sistema inmune con el metabolismo de las células de cáncer, hasta el momento, no existe 
ningún trabajo o estudio que evalúe directamente el efecto de la presencia de las células del sistema 
inmune sobre el metabolismo glucolítico de las células de cáncer de colon y por consiguiente se 
desconoce si este efecto podría relacionarse con la supervivencia, proliferación y/o resistencia de las 
células tumorales. 
Por tal motivo, con este estudio se busca analizar el efecto que podría tener la presencia de CMSPs 
sobre el metabolismo glucolítico y la producción de especies reactivas de Oxígeno (ROS) en células 







1.7 Preguntas de investigación 
 
 ¿Existe algún cambio en la viabilidad y/o apoptosis de la línea de cáncer de colon HT-29 al ser 
co-cultivadas con células mononucleares de sangre periférica (CMSPs)? 
 ¿Existe algún cambio a nivel metabólico, ya sea en la producción de lactato, captación de 
glucosa, producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) o en la expresión de las proteínas 
asociadas al metabolismo glucolítico, específicamente HK2 y PKM2, en la línea HT-29 bajo la 




1.8.1 Objetivo General 
Caracterizar un modelo de co-cultivo entre  células de cáncer de colon y Células Mononucleares de 
Sangre Periférica para el estudio del metabolismo glucolítico y el estrés oxidativo de las células 
tumorales.  
 
1.8.2 Objetivos específicos 
1. Determinar si existen cambios en la viabilidad y apoptosis de las células HT-29 al haber estado 
co-cultivadas con CMSPs. 
 
2. Determinar si existe un cambio a nivel del metabolismo glucolítico asociado a la producción de 
lactato, pH extracelular, captación de glucosa o expresión de las proteínas asociadas al 
metabolismo glucolítico HK2 y PKM2, en las células HT-29 al haber estado co-cultivadas con 
CMSPs. 
 
3. Determinar si existe algún cambio en el estrés oxidativo asociado a la producción de especies 














CAPÍTULO 2: METODOLOGÍA 
 
2.1 Modelo de estudio planteado 
Para obtener un modelo in vitro que se asemeje a la primera etapa de la inmunoedición en el 
microambiente tumoral se trabajó con la línea celular HT-29 de adenocarcinoma de colon (células 
tumorales) y con Células Mononucleares de Sangre Periférica (células del sistema inmune).  
 
Se empleó la línea celular HT-29 por ser una línea altamente proliferativa y porque puede reflejar la 
respuesta inflamatoria asociada a enfermedades inflamatorias del colon que se vinculan con el cáncer 
de colon. Las CMSP se consideraron por la fácil obtención a partir de sangre de donantes sanos. 
  
En algunos estudios 54,109, se han evaluado los efectos de varios moduladores sobre la interacción de 
estos tipos de células (CMSPs y HT-29) a través de co-cultivos celulares. En estos estudios se ha 
observado que hay un incremento en la producción de citoquinas pro-inflamatorias cuando se 
encuentran los dos tipos de células bajo interacción directa y sin ningún estimulante mitogénico109. 
Tomando en cuenta estos trabajos, se planteó realizar co-cultivos directos entre células HT-29 y CMSP 
para evaluar los posibles cambios sobre el metabolismo glucolítico que presentan las células HT-29.  
Sin embargo, debido a que no se sabía que cantidad de CMSP podrían ejercer dicho cambio metabólico, 
se planteó realizar los co-cultivos a diferentes relaciones manteniendo constante el número de células 
HT29 y variando el número de CMSP. Se optó por emplear el co-cultivo en las  relaciones de HT29 a 
CMSP, respectivamente: 1:0 (HT-29 en monocultivo), 1:½, 1:1, 1:3, 1:5 y 1:10.    
 
 
2.2 Preparación de las CMSPs y HT-29 antes del co-cultivo 
2.2.1 Aislamiento y cultivo de CMSPs  
Para el aislamiento de las CMSPs las muestras de sangre de donantes sanos, fueron facilitadas por el 
Hemo-Centro distrital de Bogotá con previa firma del consentimiento informado. Las CMSPs fueron 
aisladas por centrifugación en gradiente de densidad. Para ello, se realizó una primera centrifugación 
de la sangre a 738xg por 15 minutos, en aceleración 1 y desaceleración 1, obteniéndose tres fases no 
muy bien diferenciadas, una superior que es el plasma sanguíneo, una intermedia donde se encuentran 
las CMSPs y una inferior donde se encuentran eritrocitos. Se realizó una segunda centrifugación 
utilizando de la primera centrifugación toda la fase intermedia (CMSPs) y parte de la fase superior e 
inferior. Para la segunda centrifugación se utilizó la solución Ficoll Paque con el fin de generar el 
gradiente de densidad. En un tubo de polipropileno se colocó la mitad del volumen de Ficoll por 
volumen de la muestra a utilizar. Cuidadosamente se adicionó la muestra de sangre sobre el Ficoll 
teniendo cuidado de no mezclar las dos fases. Se centrifugó a 738xg por 45 minutos, con aceleración 1 




(plasma sanguíneo), una capa delgada intermedia de color blanco (CMSPs), una fase transparente 
(Ficoll) y los eritrocitos en la fase inferior. Cuidadosamente se retiraron las CMSPs y se colocaron en 
un nuevo tubo de polipropileno. Se adicionaron 10 ml de buffer de lisis de eritrocitos (NH4Cl 0,155 M, 
KHCO3 1x10
-2M, EDTA 1x10-3M, pH 7,4) por 5 minutos con agitación constante. Se centrifugó a 738 
xg por 5 minutos aceleración 9 y desaceleración 9. Se retiró el sobrenadante y se adicionó 30 ml de 
medio DMEM con 10% de SFB inactivado para mantener las células en suspensión 110,111. 
 
2.2.2. Cultivo de HT-29  
La línea celular HT-29 de adenocarcinoma colorectal (ATCC® HTB-38™) se mantuvo en platos de 
cultivo de 100mm, con medio DMEM suplementado con SFB inactivado al 10%. Para realizar 
los pases de cultivo, la monocapa de estas células se desprendió con tripsina 0,25%, incubando 
por 5 minutos a 37ºC y deteniendo la acción de la enzima con medio DMEM suplementado con 
SFB al 10% 112.  
 
2.3 Co-cultivo a diferentes relaciones entre las CMSPs y HT-29 
Para iniciar el co-cultivo se sembraron las células HT-29 a una concentración inicial de 1x 105 cel/cm2, 
y se mantuvieron creciendo por 24 horas hasta alcanzar una confluencia cercana al 50%, figura 2. En 
el día 2 se realizó el aislamiento de las CMSP, se contaron las células aisladas y las células HT-29113 y 
se dispuso el co-cultivo con base a las relaciones anteriormente mencionadas, figura 2. Para realizar 
este paso se debió determinar la concentración de HT29 en el plato o pozo de cultivo y de las CMSP 





) x Volumen del pozo = células HT29 totales 
 
Y a partir de allí se estimó el número de CMSP necesario para cada relación del co-cultivo de acuerdo 
con la siguiente ecuación:  
 
# Células HT29 totales × relación del cocultivo = # CMPS en el cocultivo  
 
Posteriormente, se realizaron diluciones a partir de la concentración inicial de CMSP aisladas y 
teniendo como base el número estimado de CMSP a utilizar y el volumen del plato o pozo de cultivo a 
utilizar.  De este modo se obtuvo el número de CMSP respectivas a cada relación del co-cultivo en el 
volumen utilizado por plato o pozo de cultivo.   
 
Después de tener las diluciones, se retiró el medio de cultivo del plato de cultivo donde estaban las 
células HT-29 y se realizaron 3 lavados con PBS. Se retiró el exceso de PBS y se adicionaron las 
diluciones de CMSP a las respectivas relaciones del co-cultivo. Luego se colocaron las células por 24 
horas en normoxia o hipoxia. En el día 3, se retiraron todas las células en suspensión y se realizaron 3 




Para los posteriores experimentos se emplearon las células HT-29 que quedaron adheridas a la 
superficie del plato de cultivo después de los diferentes tratamientos y que en adelante se denominarán 
células HT-29 remanentes. 
 
 
Figura 2. Esquema general de la metodología del co-cultivo entre células de la línea celular de cáncer de colon 
humano HT-29 y CMSP. En el día 1 se siembran las células HT-29 y se dejan adherir y crecer por 24 horas. Al segundo 
día se aíslan las CMSPs, se inicia el co-cultivo en las diferentes relaciones y se mantiene en normoxia o hipoxia por 24 
horas. En el tercer día se separa el co-cultivo retirando todas las células en suspensión y se realizan 3 lavados con PBS. Las 
células remanentes que quedan en la superficie del plato de cultivo son las células a evaluar. 
2.3.1 Inducción de hipoxia:  
Las condiciones de hipoxia se indujeron  utilizando una cámara aislada (C-Chamber) con una mezcla 
de O2 1%  y CO2 5%, balanceado con N2. Las células se mantuvieron para todos los experimentos en 
estas condiciones de hipoxia aguda por 24 horas  a 37ºC 114. Las concentraciones de gases se regularon 
con ayuda de un controlador de gases ProOx C-21 (Biospherix).  
 
2.4 Metodología para dar respuesta al primer objetivo: 
2.4.1 Medición del número de células HT-29 remanentes después del tratamiento.  
Con el fin de establecer si la interacción entre las células de cáncer de colon y las células del sistema 
inmune podían simular el primer paso de la inmunoedición se evaluó si existían cambios en la cantidad 
de células HT29 remanentes y en su viabilidad después de los tratamientos. Esto se tomó con base en 
las descripciones de algunos autores con respecto a la respuesta inmune que se da en modelos de co-
cultivos in vitro con células alogénicas 60,115,116.  
 
2.4.1.1. Conteo de células totales remanentes. 
Para estimar el efecto de los tratamientos sobre la cantidad de células remanentes, se determinó el 




sin tratamiento se utilizó el número de células totales remanentes encontradas en la relación 1:0 en 
condición de normoxia, de tal manera que el porcentaje de células remanentes pos-tratamiento se 
calculó a partir de la siguiente ecuación:   
 
𝐶é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑟𝑒𝑚𝑎𝑛𝑒𝑛𝑡𝑒𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠 𝑝𝑜𝑠 − 𝑡(%) =
# células remanentes totales pos−t
# células  remanentes totales control
× 100  
 
La viabilidad de las células HT-29 remanentes se estimó de acuerdo con la siguiente ecuación:  
 
𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 (%) =
# células vivas 
# células vivas + muertas 
× 100 
 
2.4.2 Medición viabilidad celular, apoptosis temprana, apoptosis tardía y necrosis en células HT-29 
después del co-cultivo. 
Citometría de flujo. 
A partir de las células remanentes, se determinaron los porcentajes de células vivas y células en los 
estadios de apoptosis temprana, apoptosis tardía y necrosis, mediante citometría de flujo empleando 
marcación con  Anexina V e Ioduro de Propidio. Para este ensayo los co-cultivos se dispusieron en 
cajas de 6 pozos y luego del tratamiento, se retiró el medio y las células remanentes se lavaron tres 
veces con  PBS 1X, se desprendieron con tripsina 0,25%, y se resuspendieron en medio en un tubo de 
citometría. Se centrifugaron por 5 min a 400xg y el pellet resultante se resuspendió en 300 ul de PBS1X. 
Para la marcación se emplearon 3 µl de Anexina V conjugada con FITC de Sigma-Aldrich y 3 µl de 
Ioduro de Propidio 1ug/ml por cada tubo. Las células se mezclaron suavemente y se incubaron a 
temperatura ambiente por 10 minutos protegidas de la luz. Se determinó la fluorescencia de forma 
inmediata con un citómetro FACS Canto II, con los canales para Anexina V-FITC (Excitación a 488 
nm; Emisión a 530nm), y para Ioduro de Propidio (Excitación a 535nm; Emisión a 617nm), se 
consideraron 30.000 eventos por tratamiento.  
 
Aparte de las muestras a evaluar, se incluyeron controles positivos de compensación de los marcadores, 
control positivo de las células en apoptosis temprana inducidas con 5uM de estaurosporina (Sigma-
Aldrich S5921) por 24 h, control positivo de necrosis inducidas con 100mM de H2O2 por 4 h, y un 
blanco de células vivas sin marcar.  
 
2.4.3. Estimación del porcentaje de CMSP adheridas a la superficie del plato de cultivo. 
Como el interés era analizar la respuesta metabólica de las células cancerosas y para verificar si los 
lavados posteriores al tratamiento habían sido exitosos, se decidió estimar la proporción de las CMSP 
que podrían permanecer adheridas a la superficie del plato de cultivo.  
 
Para estimar el porcentaje de células CMSP que permanecieron adheridas al plato de cultivo después 
de los tratamientos, se realizaron tinciones de los núcleos con el colorante fluorescente Hoescht 
(2μg/ml) partiendo de los monocultivos de CMSP y HT-29 además de la relación del co-cultivo con 
mayor número de CMSP, la relación 1:10 en normoxia. Los análisis de microscopía de fluorescencia 
se hicieron sobre las células en monocultivo HT-29 y CMSP adheridas, el monocultivo de CMSP en 




citometría de flujo tomando como referencia el Tamaño vs. Complejidad de los dos tipos celulares en 
monocultivo o en co-cultivo en la relación 1:10. Para el análisis de citometría el gate se estableció 
teniendo en cuenta los bordes de las poblaciones de CMSP en el monocultivo y de las HT-29 en el 
monocultivo, con esto se fijaron las líneas límites para distinguir entre las poblaciones observadas en 
el co-cultivo en la relación 1:10 en normoxia. 
 
 
2.5 Metodología para dar respuesta al segundo objetivo: 
2.5.1 Medición de la producción de lactato. 
La producción de lactato secretado al medio extracelular se detectó de manera indirecta a través de la 
reacción enzimática de la Lactato deshidrogenasa. Esta enzima cataliza la oxidación de lactato a 
piruvato, con la reducción concomitante de NAD+ a NADH. 
 
Lactato + NAD+ ↔ Piruvato + NADH 
 
Dado que la reacción es 1 a 1, el NADH producido es proporcional a la cantidad de lactato que se 
encuentre en el medio. El producto NADH fue cuantificado a través de la medición de compuestos de 
formazán detectados por colorimetría 119. Para este ensayo se empleó el kit II de ensayo de lactato 
(Sigma-Aldrich, MAK065).  
 
Para preparar las muestras se tomó el sobrenadante platos de cultivo de 100mm a las 24 h de haber 
estado en co-cultivo, se trasladó a tubos cónicos de polipropileno y se centrifugó a 400xg por 5 min. El 
sobrenadante se trató con ácido metafosfórico 0,5M y se centrifugó a 10.000xg con el fin de remover 
todas las proteínas que puedan alterar el ensayo. Luego se tomó el sobrenadante y se neutralizó el pH 
de la muestra con carbonato de sodio 2,8M teniendo como base la siguiente reacción: 
 
2HPO3 + Na2CO3= 2NaPO3 +H2CO3 
 
 
Después de tener el sobrenadante purificado y a pH 7,4, se depositaron 50 μl de cada muestra en los 
pozos de una placa de 96. Luego se adicionaron 50 μl de una mezcla que contenían un buffer de ensayo 
de lactato proporcionado por el kit, el NAD+ en exceso, la enzima lactato deshidrogenasa y las sales de 
tetrazolio. Se incubó por 30 minutos a temperatura ambiente y se cuantificaron los complejos de 
formazán por absorbancia a 450 nm. Posteriormente, se estableció la concentración de lactato en el 
medio extracelular a partir de una curva de calibración realizada con patrones suministrados por el kit, 
ver Capítulo 7, Anexo 7.1. 
 
2.5.2 Medición de la captación de glucosa. 
Después del co-cultivo, las células se lavaron tres veces con PBS y se les adicionó 500 μl de una mezcla 
entre Hoechst 2μg/ml y sonda 2-NBDG (2-N-7-nitrobenz-2-oxa-1, 3-diazol-4-ylamino-2-
deoxyglucosa) 300μM, una forma fluorescente y no metabolizable de la glucosa. En oscuridad, se 
incubó a 37◦ C durante 50 minutos en normoxia o hipoxia. El exceso de sonda se retiró con 3 lavados 
con PBS y se adicionaron 500 μl de medio de cultivo para la adquisición de imágenes de fluorescencia. 
Se tomaron 3 imágenes por pozo, de tres réplicas técnicas y 3 réplicas biológicas para cada tratamiento. 




se restó el background de las células, se identificaron las células a partir del núcleo y se midió la 
fluorescencia de toda la célula120. 
2.5.3 Evaluación de la expresión de los genes HK2 y PKM2, por western blot. 
El co-cultivo se realizó en platos de 100mm y después de los respectivos tratamientos, las células se 
lavaron con PBS 1X. Las células se lisaron con 500 μl de Buffer RIPA (Radio immunoprecipitation 
assay buffer) que contenía: Tris-HCl (Tris base-Ácido Clorhídrico) pH 7,4 50mM, EDTA 5 mM, Tritón 
X-100 0,5%, PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo) 1mM, Na3VO4 (Ortovanadato de sodio) 10mM y 
cocktail inhibidor de proteasas (Bio-Rad®) y empleando un raspador de células por 5 minutos en frío. 
El lisado celular se centrifugó a 8500xg por 5 minutos y el sobrenadante se almacenó a -20°C hasta su 
uso. Se tomó una alícuota para la cuantificación de proteínas por el método del ácido bicinconínico.  
 
2.5.4 Cuantificación de proteína por el método del ácido bicinconínico (BCA)  
Para determinar la concentración de proteína se empleó el kit “Pierce™ BCA Protein Assay” de Thermo 
Fisher.  A 10 µl del extracto proteico o del blanco (PBS) se adicionaron 200 µL de solución de trabajo 
(50 partes de reactivo A (carbonato de sodio, bicarbonato de sodio, ácido bicinconínico y tartrato de 
sodio en hidróxido de sodio 0,1 M) y 1 parte de reactivo B (Sulfato cúprico 4%) y se incubó por 30 min 
a 37°C en placa de 96 pozos. Posteriormente se hizo la lectura de absorbancia en el Equipo lector de 
multiplacas de lectura multi-modo Cytation 3 Imagine Reader (BioTek®) (λ: 562 nm) y la concentración 
de proteína se determinó empleando una curva de calibración construida con concentraciones conocidas 




Se determinó el volumen necesario de extracto celular para obtener 60 μg de proteína. Se prepararon 
geles de 1,5 mm de ancho a una concentración del 7% de bisacrilamida para realizar SDS PAGE. Se 
corrió la electroforesis SDS PAGE a 120 V por 2 horas o hasta observar una separación suficiente de 
las bandas de 35 y 55 kDa. Después de la electroforesis se transfirieron las proteínas del gel a una 
membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF), a un voltaje de 30 V durante toda la noche. La 
inmunodetección se dirigió contra las proteínas HK2 (102 kDa), PK-M2 (58 kDa) y como control de 
carga β actina (42 kDa). Para HK2 se bloqueó con leche al 5% por 2 horas, luego se incubo toda la 
noche con anticuerpo primario policlonal hecho en cabra dirigido contra HKII (Santa Cruz 
Biotechnology HXK II (C-14): sc-6521) en una dilución 1:500 en leche al 2%. Para PKM2 se bloqueó 
con leche al 5% por 2 horas, luego se incubo toda la noche con anticuerpo primario policlonal hecho 
en conejo dirigido contra PKM2 (Cell Signaling #3198) en una dilución 1:1000 en leche al 2%. Para β 
actina se bloqueó con BSA 3% por 2 horas, luego se incubo por 2 horas con anticuerpo primario 
monoclonal hecho en ratón dirigido contra β actina (Santa Cruz Biotechnology β-actin (C-4): sc-47778) 
en una dilución 1:5000 en BSA al 1%. Los anticuerpos secundarios empleados respectivamente fueron: 
Anti-cabra IgG conjugado con peroxidasa (Thermo Scientific) a una dilución 1:5000, Anti-conejo 
conjugado con peroxidasa (Thermo Scientific) a una dilución 1:10000, Anti-ratón conjugado con 
peroxidasa (Thermo Scientific) a una dilución 1:5000.  Para la detección de las bandas se empleó el kit 









 2.6 Metodología para dar respuesta al tercer objetivo: 
2.6.1 Medición de la producción de especies reactivas de oxígeno. 
Para determinar la producción celular de ROS se empleó el marcador fluorogénico diacetato de 5(6)-
carboxi-2,7-diclorodihidrofluoresceína (H2DFCDA) del kit Image-iT™ LIVE Green ROS Detection 
(Invitrogen). El marcador fluorogénico Carboxy-H2DCFDA es una forma acetilada de la fluoresceína, 
la cual es usada como un indicador general de especies reactivas de oxígeno.  Esta molécula no 
fluorescente es fácilmente convertida a una forma verde fluorescente por la oxidación con ROS. Para 
corroborar que la fluorescencia observada se debe a la generación de especies reactivas de oxígeno se 
empleó como antioxidante N-acetilcisteína (5mM), 2 horas antes de desmontar el co-cultivo. 
 
Para este ensayo el co-cultivo se dispuso en placas de 12 pozos. Pasadas 24 horas, las células del co-
cultivo se separaron y a las tumorales remantes se les adicionaron 400 μl de Carboxy-H2DCFDA 1,0μM 
en PBS por pozo, se incubó protegiendo de la luz a 37°C por 30 minutos. Se realizaron 3 lavados con 
PBS 1X, las células se lisaron con Buffer RIPA y después de centrifugar, el sobrenadante se trasladó a 
una placa negra de lectura de 96 pozos. La fluorescencia se evaluó por fluorometría en el equipo lector 
de multiplacas de lectura multi-modo Cytation 3 Imagine Reader (BioTek®) a un λ de excitación de 
492nm y un λ de emisión de 527nm.  Los resultados de fluorescencia obtenidos fueron normalizados 
por microgramo (µg) de proteína, empleando para su cuantificación el método del ácido bicinconínico. 
Para comparar entre réplicas biológicas, primero se estimó las veces de cambio de las especies reactivas 
de oxígeno con relación al control (relación 1:0 en normoxia) y luego se realizó el promedio de las 
veces de cambio entre las réplicas biológicas.  
2.7 Análisis estadístico: 
Para conocer si existían diferencias significativas entre los tratamientos se aplicaron pruebas t de 
student en todos los experimentos que cumplían con los criterios de normalidad de los datos. En caso 
de no cumplir el supuesto de normalidad se aplicaba la prueba no paramétrica de Wilcoxon. Para los 
diferentes experimentos se realizaron tres réplicas técnicas y tres réplicas biológicas por tratamiento 
evaluado, a excepción de los ensayos de citometría en el cual se realizaron 4 réplicas biológicas y la 
medición de la concentración de lactato extracelular en el cual se realizaron 2 réplicas técnicas y 2 





CAPÍTULO 3: RESULTADOS 
3.1 Cambios en la cantidad de células remanentes y en su viabilidad celular. 
 
Aunque existe un trabajo que ha desarrollado co-cultivos directos entre células HT-29 y PBMCs54,109, 
en dicho trabajo no se realizó una variación en el número de CMSP en el co-cultivo sino el número de 
células HT-29. Esto implica que no se ha observado el efecto de la variación de la cantidad de CMSP 
sobre las células HT-29. Por tal motivo dado que se desconocía el efecto de la variación del número de 
las CMSP, se planteó realizar co-cultivos directos a diferentes relaciones, manteniendo constante el 
número de células HT-29 y variando el número de CMSP. Por lo tanto, se establecieron las siguientes 
relaciones de co-cultivo (HT-29:CMSP): 1:0 (HT-29 en monocultivo), 1:½, 1:1, 1:3, 1:5 y 1:10.  
 
La Figura 3 muestra por microscopía de luz, las células en las diferentes relaciones del co-cultivo 
después de 24 horas de haber estado en normoxia y previo a realizar los lavados con PBS. Al retirar el 
medio de cultivo y al realizar los lavados con PBS, se logró retirar una gran cantidad de CMSP que se 
mantenían en suspensión. También se observó que a mayores relaciones de cultivo, se favorecía el 
desprendimiento de las células tumorales y por consiguiente quedaban menos células remanentes en el 
plato.  
 
A partir de esta observación y teniendo en cuenta que el objetivo del trabajo era trabajar con las células 
HT-29 remanentes, se quiso determinar su número en cada relación de co-cultivo. De este análisis se 
observó que al incrementar el número de CMSP y por consiguiente la relación en el co-cultivo, el 
porcentaje de células HT-29 remanentes disminuyó de manera significativa (p<0.01) con respecto al 
control en normoxia y con mucha más relevancia en las condiciones de hipoxia, figura 4A. También se 
observó que los niveles de células muertas oscilaban entre el 3 y 10% para todos los tratamientos. A 
medida que se aumentaba la cantidad de CMSP se reducía el número de células HT-29 remanentes 
vivas. En normoxia se observó que el número de células remanentes vivas pasó de un 90% en las células 
HT-29 en monocultivo a un 50% en la relación 1:10. En hipoxia pasó de un 60% en las células HT-29 
en monocultivo a un 20% en la relación 1:10, Figura 4A.   
 
Este resultado sugiere que el contacto de las CMSP genera una respuesta por parte de las células del 
sistema inmune sobre las células de cáncer de colon HT-29, que trae como consecuencia el 
desprendimiento de las células HT-29, lo que podría sugerir un efecto citotóxico o la posible inducción 
de la muerte de las células tumorales, condición que se ve agravada por la baja disponibilidad de 







Figura 3. Imágenes en campo claro de las diferentes relaciones del co-cultivo entre HT-29 y CMSP. Diferentes 
relaciones del co-cultivo entre HT29 y CMSPs, antes de ser retirado el medio de cultivo y de realizar los lavados respectivos. 
En la última fila se muestran las CMSP en suspensión; la relación 1:10 antes de retirar el medio y lavar con PBS; y el co-
cultivo a la misma relación después de lavar con PBS. 
 
Con relación al porcentaje de viabilidad de las células remanentes, Figura 4B, se observó que para los 
distintos tratamientos había en promedio entre un 80 a 90% de viabilidad sin que se observaran  
diferencias significativas entre ellos. Esto sugiere que a pesar del efecto de desprendimiento, asociado 
a la cantidad de CMSP y la hipoxia, la pequeña fracción de células remanentes conserva su viabilidad. 
Sin embargo, dado que el método de azul de tripán es un método de tinción por exclusión en el que solo 
se distinguen las células muertas que tengan disrupción de la membrana plasmática, este resultado no 







Figura 4. A. Porcentaje de células HT-29 remanentes. B. Porcentaje de Viabilidad. Medido a través de conteo con 
azul de tripán.  El porcentaje de células remanentes fue calculado con respecto a las células del monocultivo de HT-29 en 






Con el fin de evaluar con mayor detalle los cambios en las células HT-29 remanentes inducidos por la 
presencia de las CMSP y la hipoxia, en cuanto a la viabilidad y el tipo de muerte celular que se pudiese 
estar presentando, se realizaron ensayos de citometría de flujo empleando como marcador de apoptosis 
temprana Anexina V y como marcador de necrosis, Ioduro de Propidio. Un doble marcaje entre Anexina 
V e Ioduro de Propidio indica apoptosis tardía.  
 
En los ensayos de citometría, para cada tratamiento se evaluó el tamaño vs. la complejidad (I), la 
intensidad de fluorescencia de Anexina V (II), la intensidad de fluorescencia de Ioduro de Propidio (III) 
y la intensidad de fluorescencia de Anexina V vs. la intensidad de fluorescencia de Ioduro de Propidio 
(IV), Figura 5.  
 
Se consideraron tres controles en el monocultivo de HT-29 en condiciones de normoxia: un blanco o 
control negativo sin ningún marcaje usado para fijar el gate y poder determinar desde qué punto 
comienzan las células a ser fluorescentes debido a los tratamientos; un control positivo para apoptosis 
temprana en el cual se empleó estaurosporina, 5 uM por 24 horas; y un control positivo para necrosis, 
en el cual se empleó peróxido de hidrógeno, 100mM por 4 horas, Figura 5A.   
 
El resultado para las células remanentes en las diferentes relaciones de co-cultivo en condiciones de 
normoxia e hipoxia se muestran desde la Figura 5B hasta la Figura 5G.  
 
Una vez establecido el gate, se observó un incremento en la intensidad de fluorescencia para Anexina 
V, en las células que se estimularon con estaurosporina demostrando el estado de apoptosis temprana 
inducida por el tratamiento. De igual manera se observó la inducción de necrosis en las células 
estimuladas con peróxido de hidrógeno para cerca del 76% de la población, Figura 5A. 
 
 Al analizar los resultados sobre las células remanentes en las diferentes relaciones del co-cultivo, se 
observó que al incrementar el número de CMSP, había una disminución en el porcentaje de células 
vivas y un incremento en los niveles de fluorescencia para apoptosis temprana, apoptosis tardía y 



























Figura 5. Determinación de los diferentes estadios de viabilidad, apoptosis temprana, apoptosis tardía y necrosis por 
citometría de flujo y marcación con Anexina V y Ioduro de Propidio para una de las réplicas biológicas evaluadas. A. 
Controles: negativo o blanco, co-cultivo sin marcaje; control positivo para apoptosis temprana, estaurosporina (5 uM) por 
24 horas en monocultivo de células HT-29 en normoxia; control positivo para necrosis, H2O2 (100mM) por 4 horas en en 
monocultivo de células HT-29 en normoxia. B. Relaciones de co-cultivo  1:0 (monocultivo HT29); C. 1:1/2, D. 1:1, E. 1:3, 
F. 1:5 y G. 1:10, en normoxia e hipoxia  I) Tamaño vs. Complejidad de las células remanentes para los diferentes 
tratamientos. II) Intensidad de fluorescencia de Anexina V. III) Intensidad de fluorescencia de Ioduro de Propidio. IV) 






La Figura 6A muestra en diagramas de barras para cada condición del co-cultivo el promedio de los 
porcentajes obtenidos en la citometría de 4 réplicas biológicas. Para el monocultivo en hipoxia se 
observó una ligera disminución en la viabilidad celular que no fue significativa con respecto al 
monocultivo en normoxia y se evidenció un incremento del 7% del número de células en apoptosis 
temprana. Los niveles de apoptosis tardía y necrosis se mantuvieron similares tanto para normoxia 
como para hipoxia.  
 
 
Para las relaciones 1:½ y 1:1 se observó una disminución de la viabilidad entre un 15 a 20% comparado 
con el monocultivo en normoxia, esta disminución fue significativamente (p<0.01) más notoria para 
hipoxia que para normoxia. También, se observó un incremento del 10% en el porcentaje de células en 
apoptosis temprana para normoxia y un incremento significativo (p<0.01) de un 15% en hipoxia. Los 
niveles de apoptosis tardía aumentaron ligeramente comparado con los niveles de apoptosis tardía en 
las células en monocultivo; este aumento fue más notorio para hipoxia con un 8% que para normoxia 




Para la relación 1:3 se observó una disminución de la viabilidad del 15% comparado con el monocultivo 
en normoxia. Dicha disminución fue muy similar tanto para normoxia como para hipoxia. Con relación 
a la apoptosis temprana se observó un incremento del 9% en normoxia comparado con el monocultivo 
en normoxia, sin embargo, los niveles de células en apoptosis temprana en hipoxia se mantuvieron 
semejantes al monocultivo en normoxia. Los niveles de apoptosis tardía aumentaron un 4% comparado 
con las células en monocultivo en normoxia; este aumento fue igual tanto para normoxia como para 
hipoxia. El porcentaje de células necróticas para esta relación aumento un 5% para normoxia y un 3% 
para hipoxia con respecto a las células en monocultivo en normoxia, Figura 6A y 6B. 
 
 
Para las relaciones 1:5 y 1:10 se observó una disminución significativa (p<0.01) en la viabilidad entre 
el 20 y 25% pero no se observaron diferencias entre normoxia e hipoxia. Los porcentajes de células en 
apoptosis temprana para estas relaciones se incrementó entre un 10 y 15% con respecto a las células en 
monocultivo en normoxia, además, no se observó diferencias entre normoxia e hipoxia. Con relación 
al porcentaje de células en apoptosis tardía se observó un incremento entre un 7 y 12% con respecto al 
monocultivo en normoxia, para este caso tampoco se observaron diferencias significativas entre 
normoxia e hipoxia, pero sí se observaron diferencias significativas (p<0.01) entre la relación 1:10 y el 
monocultivo en normoxia. El porcentaje de células necróticas para estas relaciones aumentó un 5% 
tanto para normoxia como para hipoxia con respecto al monocultivo en normoxia, Figura 6A y 6B. 
 
 
Si se comparan los diferentes estadios (viabilidad, apoptosis temprana, apoptosis tardía y necrosis) en 
la misma relación del co-cultivo, se aprecia que en general para todas las relaciones el porcentaje de 
células vivas es significativamente (p <0.001) mayor que el porcentaje de los diferentes estadios de 
muerte celular. Interesantemente, los porcentajes de apoptosis temprana son significativamente (p < 
0.05) mayores que los porcentajes de apoptosis tardía o necrosis en las relaciones bajas, 1:1/2 y 1:1. 
Para las relaciones altas, 1:3, 1:5 y 1:10, los porcentajes de los diferentes estadios de muerte celular 







En general los resultados de citometría mostraron un incremento en los diferentes estadios de muerte 
celular de las células HT-29 a medida que se incrementaban las CMSP tanto en normoxia como en 
hipoxia. Sin embargo, es de notar que para las relaciones bajas del co-cultivo 1:½ y 1:1 la presencia de 
las CMSP en hipoxia estimula la apoptosis temprana en las células HT-29, mientras que en las 
relaciones más altas 1:3, 1:5 y 1:10  podría estar más asociado a un efecto de inducción de la apoptosis 












Figura 6. Cambios en viabilidad, apoptosis temprana, apoptosis tardía y necrosis para cada relación del co-cultivo.  
A. Diagrama de barras donde se muestra el calculó del promedio de los porcentajes obtenidos por citometría de flujo de 4 
réplicas biológicas. Marcación con Anexina V/ Ioduro de propidio para cada una de las relaciones del co-cultivo, en 











3.2 Estimación del porcentaje de CMSP adheridas a la superficie del plato de cultivo. 
 
Como el interés era analizar la respuesta metabólica de las células cancerosas y para verificar si los 
lavados posteriores al tratamiento habían sido exitosos, se decidió estimar la proporción de las CMSP 
que podrían permanecer adheridas a la superficie del plato de cultivo. Para ello se tomaron fotografías 
de fluorescencia de los monocultivos de las CMSP y las HT-29 y del co-cultivo en la relación más alta 
(1:10) habiendo marcado los núcleos con Hoechst.  
 
Se observó que el tamaño de las células HT-29 y las CMSP eran lo suficientemente distintos para 
distinguirlas entre sí (ver Figura 3 y 7). En el monocultivo de las CMSP, se observó una notable 
proporción de células adheridas al plato luego de 24 horas de cultivo, Figura 7A.  Igualmente con el 
monocultivo de las células HT-29, se observó una confluencia del 50%, Figura 7B. Sin embargo, al co-
cultivar las células HT-29 y las CMSP se observó una baja proporción de CMSP adheridas a los 
espacios en los que no había HT-29, Figura 7C.  
 
Adicionalmente, esta adherencia se estimó de manera semicuantitativa por citometría de flujo 
observando el Tamaño vs. La Complejidad de los monocultivos y el co-cultivo anteriormente 
mencionados, Figura 7D. 
 
Los resultados de este experimento dejaron ver la presencia de varias poblaciones de células en el co-
cultivo, por lo que se determinó el porcentaje de células en cada una de ellas. A partir de esto, por el 
tamaño de las células, se observó que las CMSP se concentraban en los subgrupos Q3 y Q4,  aunque 
no se puede descartar que el aporte de Q4 corresponda también al aumento de detritos celulares 
derivado de la acción inmune; las células HT-29 por su parte, se concentraban en el sub-grupo Q2. Con 
esta información se logró determinar que para la relación del co-cultivo 1:10 (la relación donde hay 
más CMSP), había entre un 10-20% de células CMSP adheridas al plato de cultivo y detritos celulares, 
Figura 7D. Aproximadamente el 80% de las células restantes eran HT-29, Figura 7D.  
 
Con estos dos resultados se puede esperar que los posibles cambios metabólicos evaluados en las células 







Figura 7. Estimación del porcentaje de CMSP adheridas a la superficie del plato de cultivo. A. Tinción de núcleos con 
Hoechst del monocultivo de CMSP que permanecieron adheridas al plato de cultivo, en normoxia. B. Tinción de núcleos 
con  Hoechst del monocultivo de HT-29, en normoxia. C. Tinción de núcleos con Hoechst de las células HT-29 y CMSP 
remanentes, relación 1:10 en normoxia. Las flechas rojas indican los posibles núcleos de las CMSP que se adhieren a la 
superficie del plato de cultivo. D. Citometría de flujo observando el tamaño vs. Complejidad del monocultivo de CMSP, 
adheridas al plato de cultivo y en suspensión; monocultivo HT-29; y remanentes del co-cultivo en una relación 1:10, en 





3.3.  Estado del metabolismo glucolítico en las células HT-29 remanentes. 
 
Con el fin de determinar si en las células remanentes había un cambio en el metabolismo glucolítico se  
determinó la concentración de lactato y pH en el medio extracelular, y el consumo de glucosa por parte 
de las células HT-29, como una medida del direccionamiento metabólico seguido por estas células.  
 
Cuando se midió el pH extracelular se observó una disminución gradual estadísticamente significativa 
(p<0.01) a medida que se incrementaba el número de CMSP en el co-cultivo, esto comparado con el 
monocultivo en normoxia. Para la relación 1:10 en hipoxia, la disminución del pH fue más prominente, 
reduciéndose una unidad de 7.8 a 6.8 comparado con el monocultivo en normoxia, por lo cual hay un 




Figura 8. pH del medio de cultivo para las diferentes relaciones del co-cultivo.n=3, t de student,  * = p value < 0.01 
 
Cuando se midió la concentración de lactato en el medio extracelular se observó que al incrementar el 
número de CMSP se dio un ligero incremento de 0.4 nmoles/ul, estadísticamente significativo (p< 
0.05), en la concentración para todas las relaciones del co-cultivo exceptuando la relación 1:10 en 
normoxia, Figura 9. Curiosamente no se observaron diferencias significativas entre normoxia e hipoxia 












Figura 9. Concentración de lactato en el medio extracelular para las diferentes relaciones del co-cultivo. n=2, t de 
student test,  * = p value < 0.05 
 
 
Con relación a la captación de glucosa en las células HT-29, después del co-cultivo, se pudo observar 
que las células presentaban un consumo de glucosa bastante heterogéneo entre ellas, Figura 10A. Al 
realizar el procesamiento de las imágenes de las poblaciones de células se observó un incremento 
significativo (p<0.01) en la captación de glucosa para las relaciones 1:½ y 1:1 con respecto al 
monocultivo de las células HT-29 en normoxia, Figura 10B. La relación 1:3 se mantuvo en un rango 
muy similar al monocultivo, Figura 10B. Para las relaciones más altas 1:5 y 1:10 se observó una 
tendencia a disminuir los niveles de fluorescencia, Figura 10B. Al comparar normoxia e hipoxia, se 
observó que para las relaciones 1:0, 1:½ y 1:5 se presentaba significativamente (p<0.01) una mayor 
captación de glucosa en la población de células que estaban en hipoxia. Para las relaciones 1:1 y 1:3 la 
captación de glucosa fue muy similar entre normoxia e hipoxia. Curiosamente para la relación 1:10 los 
niveles de captación de glucosa en normoxia fueron significativamente (p<0.01) mayores que en 














Figura 10. Captación de glucosa por las células remanentes.  A. Imágenes representativas de la captación de glucosa en 
las células HT-29 para normoxia e hipoxia, asociada a la fluorescencia de la sonda 2-NBDG. B. Resultados del 
procesamiento de imágenes para todos los tratamientos del co-cultivo. n=3, Wilcoxon test,  * = p value < 0.05 
 
Al evaluar los niveles de expresión de las proteínas HK2 y PKM2 se encontró que para el caso de 
PKM2 no se apreciaron cambios considerables en ninguna de las relaciones del co-cultivo, ni en 
normoxia ni en hipoxia. Para el caso de HK2, se observó una ligera disminución de los niveles de HK2 
en normoxia para la relación 1:10, sin embargo, se mantuvo constante para el resto de tratamientos, 






Figura 11. Niveles de expresión de las proteínas HK2 y PKM2 en las células remanentes para las diferentes 
relaciones de co-cultivo, medidas a través de Western Blot. Como control de carga se empleó B-actina. En azul se 
muestran los valores de veces de cambio con respecto al monocultivo en normoxia o hipoxia.  
 
3.4. Estado del estrés oxidativo en las células HT-29 remanentes 
 
Para evaluar si existían cambios en los niveles de estrés oxidativo, se determinó el cambio de los niveles 
de especies reactivas de oxígeno (ROS) por parte de las células HT-29 después del tratamiento, Figura 
12.  
 
En condiciones de normoxia se observó un incremento gradual en las especies reactivas de oxígeno con 
respecto al control, a medida que se incrementaba el número de CMSP en el co-cultivo. Dicho 
incremento mostró diferencias significativas a partir de la relación 1:1. Interesantemente de la relación 
1:5 a la relación 1:10 hay una disminución en los niveles de ROS. En condiciones de hipoxia se observó 
que para el monocultivo de HT29 (relación 1:0) se incrementaron ligeramente los niveles de ROS con 
respecto al control pero sin cambios significativos, sin embargo estos niveles se mantuvieron constantes 
para las demás relaciones. El uso del antioxidante N-acetilcisteína, logró disminuir los niveles de ROS 
en condiciones de normoxia, Figura 12.  
 
Estos resultados indican que para las células HT-29 remanentes que se han mantenido en condiciones 
de normoxia, el estrés oxidativo incrementa en el co-cultivo al aumentar el número de CMSP.  
 
Aunque el mecanismo de producción de ROS en hipoxia aún es motivo de controversia, en este caso 




a su control en normoxia, el cual es un comportamiento ya reportado, sin embargo, el hecho de que los 
niveles de ROS no se incrementen significativamente en hipoxia cuando se incrementa el número de 








Figura 12. Veces de cambio de los niveles de ROS de las células HT-29 remanentes, para las diferentes relaciones 
de co-cultivo. Las veces de cambio se normalizaron con relación al monocultivo control (relación 1:0 en normoxia). n=3, 






















CAPÍTULO 4: DISCUSIÓN DE RESULTADOS 
4.1 Cambios en la adherencia y viabilidad celular.  
La inmunoedición se compone de tres etapas. La primera se le conoce como inmunovigilancia o de 
eliminación, la segunda se le conoce como inmunoselección o de equilibrio y la tercera se le conoce 
como inmunosubversión o escape tumoral 61–63. Para nuestro interés era de gran relevancia poder 
realizar un paralelo entre nuestro modelo y la primera etapa porque posiblemente en esa etapa se están 
dando cambios metabólicos que confieren supervivencia a las células tumorales y se inicia un proceso 
de inmunosupresión en las células del sistema inmune. Tomando como base el primer paso de la 
inmunoedición, se consideró en nuestro modelo que la presencia de las CMSP sobre las células 
tumorales podría alterar la adherencia y la viabilidad celular de las células tumorales presentando un 
efecto citotóxico similar a dicho proceso de eliminación.  Esto se espera de las observaciones de 
modelos alogénicos in vitro, en los que se ha observado como el contacto directo de las CMSP con 
células tumorales induce la muerte de las células tumorales y el desprendimiento de la superficie en la 
que están adheridas 115,116,121–123 y que podrían asemejarse a la respuesta antitumoral de las células 
inmunes en modelos “in vivo”124, específicamente basándonos en el efecto de Anoikis estimulado por 
el ligando de inducción de apoptosis relacionado con TNF (TRAIL) 125–128. 
De acuerdo con los resultados de la Figura 4A el modelo de co-cultivo planteado generó una mayor 
respuesta inmune citotóxica sobre las células de cáncer de colon HT-29 al aumentar la concentración 
de CMSP y como consecuencia se observa un mayor desprendimiento de las células cancerosas. A 
parte de la acción que puede ejercer TRAIL y que puede explicar el desprendimiento de las células 
tumorales, la secreción de metaloproteinasas de matriz (MMPs) por parte de las células del sistema 
inmune innato 129–131, podrían estar generando un mecanismo de eliminación de las células tumorales 
semejante a la Anoikis 132–134.  El hecho de que en hipoxia se dé un mayor desprendimiento de las 
células HT-29 estaría asociado a una regulación a la baja de moléculas de adhesión celular, 
especialmente integrinas 135,136 o a modificaciones postraduccionales de glicosilación que sufren las 
integrinas en estas condiciones y que estarían afectando su translocación a la membrana137. No obstante, 
se observó que una proporción de células, en dependencia del número de células inmunes presentes, 
escapa a estos mecanismos y permanece adherida a la superficie del plato de cultivo. Estas células, que 
en este proyecto se denominaron remanentes, conservan además su viabilidad Figura 4B y muestran 
mecanismos de inicio o progresión de muerte celular como se evidenció por los resultados de 
citometría, Figuras 5 y 6.  
La inducción de apoptosis por las células del sistema inmune podría darse a través de la activación de 
las vías extrínsecas de TNF y Fas 105,138,139. Los resultados de citometría, Figuras 5 y 6, mostraron que 




apoptosis temprana en las células HT-29, mientras que en las relaciones más altas 1:3, 1:5 y 1:10 se 
estimuló la apoptosis tardía y necrosis. Estos resultados están indicando varios procesos de eliminación 
de las células tumorales dependiente de la cantidad de CMSP presentes en el co-cultivo. Para el caso 
de las relaciones 1:½ y 1:1 en hipoxia podría estar dándose una mayor activación de las vías extrínsecas 
de apoptosis, ya sea por la activación de Fas/FasL a través de linfocitos T citotóxicos activados o a 
través de la vía TNF inducida por macrófagos y monocitos 39,138–144.  Para el caso de las relaciones más 
altas 1:3, 1:5 y 1:10, posiblemente también se están activando la vía extrínseca de apoptosis, pero 
además, por el hecho de que hay una mayor cantidad de CMSP, se generaría un efecto más citotóxico 
debido a la mayor cantidad de células NK, macrófagos y linfocitos T citotóxicos presentes en el co-
cultivo145.  El aumento en la cantidad de este tipo de células puede inducir la secreción de perforinas 
por células NK y linfocitos T citotóxicos. La interacción entre perforinas y Ca2+ extracelular permite 
establecer poros en las membranas de las células tumorales por los cuales puede darse un flujo de 
granzimas desde los linfocitos T citotóxicos que estimulan la apoptosis celular146.   
Además de la acción de las células del sistema inmune la disminución del pH extracelular y la explosión 
oxidativa en el microambiente del co-cultivo podrían inducir la muerte celular a través de la vía 
intrínseca de apoptosis 147,148 y por necrosis149. Cuando se da una disminución del pH como lo 
observamos en nuestros resultados, Figura 8, se genera un estrés dependiente del pH que conlleva a un 
estrés en el retículo endoplásmico. El estrés en el retículo endoplásmico genera la liberación de Ca2+ 
desde el retículo endoplásmico y  la inducción de la proteína pro-apoptótica bax que conllevan a la 
permeabilidad de la membrana mitocondrial, la liberación de citocromo c y la activación del 
apoptosoma iniciando el clivaje y activación de caspasas150. Además de esto, el estrés dependiente del 
pH está vinculado con un aumento en la expresión de p53 y p21 a través de NF-kB150, que también 
conlleva a la activación de la vía intrínseca de la apoptosis151. 
Los resultados de las Figuras 4, 5 y 6 reflejan la inducción de la respuesta inmune contra las células 
HT-29, la cual se incrementa con la mayor proporción de las CMSP en el co-cultivo. De tal modo, estos 
resultados muestran una eliminación drástica de las células tumorales, similar a lo esperado en el primer 
paso de la inmunoedición, en dependencia de las altas concentraciones de células inmunes y de 
condiciones de estrés hipóxico en el microambiente.  
Aunque en este proyecto no se evaluaron los cambios en las proporciones de los diferentes tipos de 
células del sistema inmune (en suspensión) en las 24 horas del co-cultivo, sí se espera haber inducido  
un incremento en la diferenciación de algunas células asociadas al proceso de que pudiesen estar 
explicando los resultados encontrados. De acuerdo con Burkholder y colaboradores (2014) 60, el 
proceso de eliminación induce la activación y diferenciación de las células inmunes asociadas a un 
efecto de inflamación agudo antitumoral, tanto del sistema inmune innato como adaptativo. De esta 
manera, se estimula un incremento en la activación y acción de linfocitos CD8+, linfocitos CD4+ y 
linfocitos B, células Th1, células NK, macrófagos de tipo 1, neutrófilos de tipo1, eosinófilos y células 
dendríticas maduras, que estaría regulado por la producción de citoquinas pro-inflamatorias como IL-
12, IL-1α, IL-1β, IL-6, TNF, IFNɣ. Igualmente, se espera un incremento en el número de células T 
naive que estén listas para su activación a través de la presentación de antígenos por parte de células 
dendríticas, linfocitos B o macrófagos60. 
De los resultados de las Figuras 4, 5 y 6 no se puede inferir que se esté dando el proceso de 
inmunoselección o equilibrio en las relaciones de co-cultivo, sin embargo, el hecho de que se observe 




adaptación de las células HT-29 a las condiciones del entorno. No se descarta que dichas adaptaciones 
estén vinculadas a cambios genéticos, epigéneticos 152 o en el caso de este estudio, a nivel metabólico.  
Para conocer si este tipo de adaptaciones llegasen a modificar el microambiente, aproximándolo al 
segundo paso de la inmunoedición, se debería evaluar en tiempos más prolongados de co-cultivo el 
repertorio de células inmunes presentes y cómo están actuando a nivel funcional.  De tal modo se 
podrían esperar alteraciones en la activación y diferenciación en las células del sistema inmune 
adaptativo. Dentro del repertorio de células que se verían más alteradas estarían las células T CD4+, en 
las cuales se ha visto una disminución en su proliferación y supervivencia debido a la expresión por 
parte de las células tumorales de Indolamina 2,3-deoxygenasa (el cual elimina el triptófano de las 
células CD4+) o de citoquinas que tienen un efecto inmunosupresor tales como TGFβ y VEGF. 
Paradójicamente existe un grupo de células del sistema inmune que al aumentar su proporción en el co-
cultivo podrían ejercer un efecto inmunosupresor. Este grupo de células incluyen macrófagos de tipo 
2, células Th2, células Treg, neutrófilos de tipo 2 y células supresoras derivadas de la línea mieloide 
(MDSCs)60. Otro aspecto interesante que se esperaría observar es una disminución en la diferenciación 
y la función de células dendríticas por la presencia del ácido láctico y disminución del pH a nivel del 
microambiente tumoral, asociado a un cambio en el metabolismo glucolítico de las células dendríticas 
67,153–158.  
El modelo de co-cultivo directo planteó un interrogante importante sobre la adherencia de algunas 
células inmunes que pudiesen permanecer junto con las células remanentes, una vez concluido el 
tratamiento. Los análisis realizados de los resultados de la Figura 7, aunque poco específicos por la 
falta de marcaciones específicas para cada tipo celular, dejaron ver que entre el 80 y 90% de células 
correspondía a las células tumorales con lo cual se puede inferir que los cambios metabólicos 
observables, en su mayoría, provienen de este tipo celular.  
 
4.2 El estado del metabolismo glucolítico en las células HT-29 remanentes cambia 
dependiendo de la cantidad de CMSP en el co-cultivo. 
 
Como medida del posible direccionamiento metabólico que podrían sufrir las células tumorales 
asociado a la cantidad de CMSP o a la hipoxia, se determinó el pH en el medio extracelular, la 
concentración de lactato y el consumo de glucosa por parte de las células HT-29 remanentes.  
 
Cuando se midió el pH extracelular, Figura 8, se observó una disminución gradual a medida que se 
incrementaba el número de CMSP en el co-cultivo, para la relación 1:10 en hipoxia, la disminución del 
pH fue de una unidad con respecto al monocultivo en normoxia, lo cual refleja 10 veces más protones 
H+ en el medio extracelular. La disminución del pH en el medio extracelular estaría ligado a dos 
posibles mecanismos: el primero es el incremento de H+ que se genera durante la glucólisis anaerobia, 
por la producción de ácido láctico que es transportado a través de los transportadores simporter de 
lactato–H+, (MCT4), al medio extracelular. En el segundo mecanismo se da un incremento de CO2 y 
H+ derivados del ciclo de Krebs, cuando la célula toma la vía de fosforilación oxidativa. El CO2 en 
solución acuosa se transforma a HCO3
- y H+ a nivel extracelular a través de las anhidrasas carbónicas 
CAIX y CAXII, las cuales se ubican sobre la cara externa de la membrana plasmática. Posteriormente 
el HCO3
- puede ser internalizado por las células tumorales con el fin de regular el pH intracelular y 





La concentración de lactato extracelular en este modelo de estudio tuvo un incremento muy bajo, Figura 
9, sin cambios aparentes ante la hipoxia o el incremento en la proporción de las células inmunes y 
contario a lo esperado por el aumento de la glucolisis anaerobia, como se ha reportado en este tipo de 
células en cultivos independientes161. Estos resultados y la disminución del pH extracelular sugieren 
que posiblemente existe un mecanismo de regulación diferencial de los niveles del lactato extracelular, 
en dependencia de las concentraciones de células inmunes presentes en el microambiente; para las 
relaciones bajas del co-cultivo el lactato producido se excreta y permanece en el medio extracelular, 
mientras que en las relaciones más altas del co-cultivo el lactato excretado podría estar siendo 
internalizado por algunas células tumorales para ser usado como combustible, haciendo evidente la 
adaptación metabólica de las células tumorales remanentes al estrés generado, de una manera similar 
al efecto Warburg reverso 13. Estos resultados estarían apoyados por investigaciones previas en las que  
se muestra la existencia de subpoblaciones celulares definidas por los cambios en las presiones parciales 
de oxígeno y la concentración de metabolitos en el medio extracelular, en tumores inducidos con células 
SiHa de carcinoma de cérvix162. En estos tumores se encontraron células con fenotipos celulares 
marcados hacia el metabolismo oxidativo y la presencia de MCT1, un transpotador con mayor afinidad 
por el lactato exógeno (km =  3.5–10 mM)162. En otras palabras, en las relaciones bajas del co-cultivo 
se podría estar favoreciendo el efecto Warburg4, mientras que para las relaciones altas del co-cultivo se 
podría favorecer un efecto Warburg inverso13.  
 
 
Tomando como base los posibles mecanismos de disminución del pH extracelular y los resultados de 
lactato se podría pensar que en las relaciones bajas del co-cultivo el pH disminuye debido al primer 
mecanismo asociado a la glucolisis anaerobia y secreción de lactato, mientras que, en las relaciones 
altas del co-cultivo el exceso de lactato extracelular, secretado por subgrupos de células, ingresa en 
conjunto con protones H+ al interior de las células a través de los transportadores MCT110,162, luego el 
lactato es transformado a piruvato por la LDH y entra al ciclo de Krebs, incrementando los niveles de 
CO2 y H
+. Además de esto, los protones  internalizados y los que se generan debido al ciclo de Krebs 
posiblemente retornan al medio extracelular a través de bombas de H+, como el intercambiador Na+/H+ 
1 (NHE1), o son regulados por anhidrasas carbónicas 159,160. Todo este proceso explicaría los niveles 
bajos de lactato y de pH en el medio extracelular.  También, es posible que los cambios a nivel 
metabólico observados estén asociados a un mecanismo de respuesta que intenta mitigar la disminución 
del pH extracelular 155.   
 
Las células remanentes derivadas de los diferentes co-cultivos, muestra un comportamiento diferencial 
en cuanto a la captación de glucosa asociada a los niveles de fluorescencia del homólogo de glucosa, 
2-NBDG. Al comparar con el control del monocultivo en normoxia, las relaciones 1:½ y 1:1 
aumentaron la captación de glucosa, la relación 1:3 se mantuvo constante y las relaciones más altas 1:5 
y 1:10 mostraron una tendencia a disminuir, Figura 10 B.   
 
Se plantearon dos posibles explicaciones para estos resultados: La primera es que la disminución en la 
captación de glucosa en las relaciones altas se asocia con el aumento del número de células que entran 
en apoptosis tardía y necrosis, Figura 5 y 6, debido a que estas células pierden función y disminuyen 
su actividad metabólica 163–165. Sin embargo, con esta posibilidad no está muy claro por qué hay un 
incremento en la captación de glucosa en las relaciones más bajas 1:½ y 1:1, dado que en estas 
relaciones también había un incremento en el número de células en apoptosis temprana, Figura 6. La 
segunda explicación es que se está dando una reprogramación del metabolismo glucolítico en las células 
remanentes dependiente del número de CMSP en el co-cultivo. Las relaciones más bajas del co-cultivo 




Figura 10B y un aumento en la producción de lactato, Figura 9. Las relaciones más altas del co-cultivo 
1:5 y 1:10 podrían  estar asociadas a un efecto Warburg reverso13, en donde algunas células consumen 
el lactato del medio extracelular y disminuyen el consumo de glucosa, Figura 9 y 10. La relación 1:3 
podría estar en un estado intermedio entre los dos efectos, dado a que los niveles de fluorescencia son 
muy parecidos al control, Figura 10B.  
 
A pesar de que no se evaluaron los cambios que podrían tener las células tumorales con relación a la 
glutaminólisis, se espera observar que en las relaciones altas del co-cultivo, en donde se da una mayor 
acidosis y posiblemente el efecto Warburg reverso, se incremente la glutaminólisis; transformando a la 
glutamina en glutamato y posteriormente en alfa-cetoglutarato para ingresar en el ciclo de Krebs68.  
 
Con el fin de observar si los cambios vistos tenían relación con la cantidad de proteínas asociadas al 
metabolismo glucolítico se evaluaron los niveles de las proteínas HK2 y PKM2, Figura 11. No se 
observaron cambios significativos en la expresión de estas dos proteínas que se correlacionaran con los 
cambios vistos en la captación de glucosa y la producción de lactato. Tan solo la disminución para HK2 
en la relación 1:10 en normoxia podría estar relacionada con la disminución en la captación de glucosa 
en esta relación del co-cultivo. Estos resultados indican que al menos para estas dos proteínas no hay 
un cambio significativo a nivel de la regulación en su expresión, sin embargo, no se descarta que pueda 
existir un cambio en los niveles de la proteína PKM2 en su forma de dímero o tetrámero sin que se vea 
alterada la cantidad total de proteína observada 88,89,93. Tampoco se descarta que se incremente o 
disminuya la expresión de otras enzimas involucradas en el metabolismo glucolítico. Además, puede 
existir una modulación asociada a la actividad enzimática de cada proteína para cada una de las 
relaciones del co-cultivo, sin que se vea alterada su expresión.  
Aunque no fue evaluado en este trabajo, otro aspecto importante a recalcar es la concentración de Ca2+ 
a nivel citosólico y su relación con el metabolismo glucolítico. Se ha visto que un metabolismo dirigido 
hacía la glucólisis anaerobia resulta ser la fuente primordial de ATP que necesita la bomba de Ca2+ 
dependiente de ATP (PMCA) para secretar Ca2+ al medio extracelular. Un cambio hacia un 
metabolismo mitocondrial (fosforilación oxidativa) conlleva a una disminución en la actividad de esta 
bomba, generando in incremento en el calcio intracelular (citosólico) que trae como consecuencia la 
inducción de apoptosis en las células tumorales166 lo cual tendría relación con lo observado en los 
resultados de la Figura 6. 
 
En la Figura 13 se muestra un esquema hipotético de los cambios en el direccionamiento del 
metabolismo glucolítico de las células de cáncer de colon HT-29 al incrementar el número de CMSP 
en normoxia e hipoxia. 
4.3 El estado del estrés oxidativo en las células HT-29 remanentes varía 
dependiendo de la disponibilidad de O2. 
 
El aumento de los niveles de ROS en normoxia en las células HT-29 cuando se incrementa el número 
de CMSP en el co-cultivo, Figura 12,  posiblemente está asociado a la secreción de citoquinas y factores 
de crecimiento (IL-1, IFNγ, TNFα, EGF, TGFβ) por parte de macrófagos, monocitos y neutrófilos, que 
inducen la activación de vías de señalización sobre las células remanentes y fomentan la actividad de 
NADPH oxidasas y la disrupción de la cadena de transporte durante la explosión oxidativa99,167. Esta 
respuesta que trae como resultado la generación de ROS, que a su vez estaría estrechamente vinculada 





En condiciones de hipoxia, el mecanismo de producción de ROS en células tumorales aún es motivo 
de controversia, debido a que algunos autores reportan su incremento168–170, mientras que otros plantean 
su disminución171,172. En nuestro caso, Figura 12, se observó que el monocultivo de HT-29 en hipoxia 
tiene un ligero incremento con relación a su control en normoxia, sin embargo, ese ligero incremento 
se mantuvo constante en todas las relaciones del co-cultivo. El hecho de que los niveles de ROS no se 
incrementen gradualmente en hipoxia cuando se incrementa el número de CMSP podría estar indicando 
que la generación de ROS es dependiente de la cantidad de oxígeno disponible. En otras palabras, dado 
que la producción de ROS a nivel mitocondrial depende de la disrupción en la cadena de electrones y 
se necesita de oxígeno como aceptor de los electrones que se fugan de la cadena, se puede pensar que 
la producción de ROS llegará hasta un umbral que dependerá de la disponibilidad del oxígeno presente 
en la célula.  
Otra posible explicación de la regulación a la baja de los niveles de ROS intracelular en las células 
tumorales en co-cultivo podría estar asociado a un incremento de agentes antioxidantes estimulados por 
la activación de NF-kB que a su vez está influenciado por el exceso de ROS en el medio extracelular 
derivado de la explosión oxidativa173,174. La hipoxia también podría inducir un sistema de regulación 
redox a través del metabolismo serina-glicina de un carbono (SGOC) a nivel mitocondrial175,176 o a 
través de la regulación de la glucólisis y/o glutaminólisis177. Dentro de los antioxidantes que podrían 
incrementar su acción estarían las superóxido dismutasas (SODs), catalasas, glutatión peroxidasas, 
peroxiredoxinas, tioredoxinas177,178. Además, en las relaciones bajas del co-cultivo podría darse, 
además de la glucolisis anaerobia, un mayor estímulo de la producción de agentes antioxidantes como 
NADPH a través de la vía de pentosas fosfatos para la regeneración del glutatión reducido y un mejor 












Figura 13. Esquema hipotético de los cambios en el metabolismo de las células de cáncer de colon HT-29 al 
incrementar el número de CMSP en normoxia e hipoxia. A. Resumen de todos los cambios observados. B. Modelo de los 
cambios en normoxia. C. Modelo de los cambios en hipoxia.  El posible cambio va desde un metabolismo asociado al efecto 
Warburg o glucólisis anaerobia cuando hay un número bajo de CMSP hasta un metabolismo asociado al efecto Warburg 
Inverso, en el cuál en un grupo de células se da un mayor consumo de lactato y una disminución en el consumo de glucosa, 
cuando hay un mayor número de CMSP. Las diferencias más notables entre normoxia e hipoxia fueron los niveles de ROS 





















CAPÍTULO 5: PERSPECTIVAS A FUTURO 
Este trabajo es un buen inicio para el estudio del microambiente tumoral con co-cultivos en 2D y de los 
cambios asociados a la interacción entre las células de cáncer de colon y las células CMSP. A su vez, 
genera bastantes interrogantes y se abre un abanico de posibilidades para continuar con el estudio de la 
regulación del metabolismo glucolítico y el estrés oxidativo en las células tumorales en su interacción 
con las células del sistema inmune. A continuación se mencionan algunas: 
 5.1 A corto plazo:  
Evaluar si los cambios encontrados a nivel de captación de glucosa se relacionan directamente con una 
reprogramación metabólica o son debidos al aumento de apoptosis y necrosis en las células HT-29. Se 
plantea, adicionar a los ensayos de captación de glucosa algún marcador específico de apoptosis y 
necrosis para microscopía de fluorescencia en vivo, que permita discriminar la captación de glucosa 
tanto en células vivas como en células en apoptosis o necrosis.   
Evaluar los posibles cambios a nivel de proliferación celular y/o quiescencia que puedan tener las 
células en las diferentes relaciones del co-cultivo. Utilizar un marcador de proliferación celular como 
Ki67 y realizar un análisis de la población celular por citometría de flujo o microscopía de 
fluorescencia. 
Determinar si existe algún tipo de cambio a nivel transcripcional del mRNA que codifica para las 
proteínas HK2 y PKM2, esto a través de qRT-PCR. 
5.2 A mediano plazo:  
Evaluar los posibles cambios a nivel de viabilidad, metabolismo glucolítico y estrés oxidativo en las 
CMSP. 
Cuantificar y determinar qué tipo de citoquinas son secretadas al medio extracelular en las diferentes 
relaciones del co-cultivo.  
Evaluar la expresión de otras proteínas involucradas en el metabolismo glucolítico, tales como: GLUT-
1,  fosfofructoquinasa 1 y 2 (PFK-1,2),  Aldolasa A, Triosa fosfato isomerasa, GAPDH, fosfoglicerato 
quinasa 1, fosfoglicerato mutasa, Enolasa 1, Piruvato quinasa, Piruvato deshidrogenasa (PDH), lactato 
deshidrogenasa A (LDHA) y piruvato deshidrogenasa quinasa (PDK1). Además de los posibles 







  5.3 A largo plazo:  
Evaluar otras rutas metabólicas que pudieran tener influencia en la supervivencia de las células de 
cáncer de colon, entre ellas, la glutaminólisis, la ruta de pentosas fosfato, la síntesis y degradación de 
aminoácidos y lípidos. Posiblemente para lograr una mejor aproximación de esto, se podría emplear 
alguna técnica de marcaje de isotópico acoplado con espectrometría de masas para rastrear los posibles 
metabolitos y la direccionalidad de cada una de las fuentes (Glucosa, Glutamina, Lactato o Acetil-coA).  
 
Evaluar las posibles rutas de señalización que involucren la regulación del metabolismo glucolítico y 
que sean activadas por citoquinas presentes en el medio extracelular del co-cultivo.   
 
Evaluar los posibles cambios a nivel del Ca2+ intracelular y extracelular, asociándolos con los cambios 
vistos en el metabolismo glucolítico. 
 
Evaluar si se dan cambios metabólicos empleando otros tipos de células en co-cultivo; por ejemplo, 
fibroblastos además de otras líneas celulares de cáncer de colon.  
 
Este modelo in vitro puede emplearse a futuro como modelo de evaluación de agentes 
quimioterapéuticos que tengan efecto sobre la viabilidad, proliferación, capacidad apoptótica y 
metabolismo del microambiente celular de células de cáncer de colon y CMSPs. Esto traería ventajas 
en tiempo y ampliaría el estudio sobre metabolismo en microambiente tumoral, en modelos in vitro, en 
























 Se pueden manipular las concentraciones de oxígeno (normoxia o hipoxia) y se pueden manejar 
diferentes tiempos.  
 Asemeja el primer paso de la inmunoedición: Eliminación. 
 Es económico, rápido y de fácil manejo. 
 Permite ser escalable desde cajas de 24 pozos hasta platos de cultivo de 100 mm, dependiendo 
de lo que se quiera evaluar. 
 Se puede seleccionar alguna relación del co-cultivo de acuerdo a lo que se desee evaluar. 
 
Limitaciones: 
 No asemeja los pasos de equilibrio y/o escape de la inmunoedición. Al menos durante este 
tiempo de co-cultivo.  
 Es un modelo in vitro y no abarca todos los procesos que se pueden dar en un organismo. 
 Al ser un modelo alogénico puede variar los resultados comparado con un modelo singénico. 
 Los cambios observables del metabolismo de las células remanentes son derivados de la 
interacción de las células tumorales con el conjunto de poblaciones celulares (CMSP) y no de 













CAPÍTULO 7: CONCLUSIONES 
 
 
1. Este modelo de co-cultivos mostró la acción de las células del sistema inmune de manera similar 
al primer paso de la inmunoedición. En las relaciones bajas induce la apoptosis temprana, lo 
que podría estar asociado a la activación de vías de señalización como la vía extrínseca de 
apoptosis. En las relaciones altas se induce la apoptosis tardía y la necrosis. Esto podría 
relacionarse con un efecto citotóxico posiblemente asociado a la explosión oxidativa, el pH 
extracelular y las señales de inducción de apoptosis y necrosis.  
 
2. Este modelo de co-cultivos mostró cambios en el metabolismo glucolítico, posiblemente 
asociados tanto a la viabilidad celular y los estadios de apoptosis, como también a la 
reprogramación metabólica debida al microambiente del co-cultivo. La reprogramación 
metabólica indica que en dependencia de la cantidad de células inmunes presentes en el 
microambiente, las células tumorales presentan un comportamiento metabólico diferencial; a 
relaciones bajas  (1:½ y 1:1) las células se comportan como si estuvieran en el efecto Warburg, 
a la relación intermedia (1:3) el comportamiento está entre el efecto Warburg y el efecto 
Warburg reverso, y en relaciones altas (1:5 y 1:10) las células tienden a comportarse como en 
el efecto Warburg reverso.   
 
3. Las células HT-29 remanentes mostraron cambios en el estrés oxidativo por el efecto del 
aumento de las CMSP en normoxia pero no en hipoxia. Este efecto aparentemente estaría 
dependiendo de la disponibilidad de oxígeno para la generación de ROS o de la regulación por 
parte de algunos mecanismos antioxidantes.  
 
4. Este trabajo desarrolló un modelo útil de co-cultivos in vitro en 2D, que permite el estudio de 
los cambios metabólicos y el estrés oxidativo que sufren las células de cáncer de colon cuando 






CAPÍTULO 8: ANEXOS 
8.1 Curva de calibración de concentración de lactato vs. Absorbancia. 
 
Figura 14. Curva de calibración de concentración de lactato vs Absorbancia a partir de varios estándares incluidos en 
el kit II de ensayo de lactato (Sigma-Aldrich, MAK065). 
8.2 Consideraciones éticas. 
En el proyecto se manejaron muestras de sangre para el aislamiento de las células mono nucleares de sangre 
periférica. Las muestras provenían de donantes voluntarios adultos, sanos, entre los 20 a 50 años de edad, 
que fueron facilitadas por el Hemo-Centro distrital de Bogotá con previa firma del consentimiento 
informado. 
 
 El consentimiento informado está enmarcado en un proyecto más grande en el cual se dió la evaluación y 
aprobación por el comité de ética en investigación de la Escuela de Medicina y Ciencias de la Salud de la 
Universidad del Rosario y por el comité de ética de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de 
Colombia. Para dicha aprobación se presentó el diseño del consentimiento informado tomando como base 
la resolución 8430 de 1993 y 002378 de 2008 del Ministerio de la Protección Social.  
 
El proyecto se enmarca como Investigación con riesgo mínimo, tomando como base la resolución 8430 de 





En el consentimiento informado se  le indica al donante voluntario que va a participar en el estudio firmando 
el consentimiento informado y permitiendo que la sangre que done se utilice para separar las células 
mononucleares y con ellas, realizar los experimentos planteados en el proyecto en mención. Estos 
experimentos permitirán ver el comportamiento de las células sanguíneas y tumorales y la respuesta de 
estas últimas ante los tratamientos contra el cáncer. También, al donante voluntario se le indica que va a 
participar en una Investigación con riesgo mínimo: “Son estudios prospectivos que emplean el registro de 
datos a través de procedimientos comunes consistentes en exámenes físicos o sicológicos de diagnóstico o 
tratamientos rutinarios entre los que se consideran pesar al sujeto, ECG, pruebas de agudeza auditiva, 
termografías, colección de excretas y secreciones externas, obtención de placenta durante el parto, 
recolección de líquido amniótico, al romperse las membranas, obtención de saliva, dientes deciduales y 
dientes permanentes extraídos por indicación terapéutica, placa dental y cálculos removidos por 
procedimientos profilácticos no invasores, corte de uñas y pelo sin causar desfiguración, extracción de 
sangre por punción venosa en adultos con buen estado de salud, con frecuencia máxima de dos veces 
a la semana y volumen máximo de 450 ml en dos meses excepto durante el embarazo, ejercicio 
moderado en voluntarios sanos, pruebas sicológicas a grupos o individuos en los que no se manipulará 
la conducta del sujeto, investigación con medicamentos de uso común, amplio margen terapéutico y 
registrados ante el Ministerio o su autoridad delegada, empleando las indicaciones, dosis y vías de 
administración establecidas y que no sean los medicamentos que se definen en el artículo 55 de la 
resolución 8430 de 1993”. 
 
En este estudio el donante no va a obtener ningún BENEFICIO económico pero si tendrá el beneficio de 
que la sangre que done sea utilizada en un proyecto que genere recomendaciones de optimización de la 
terapia contra el cáncer.  
 
La información que el donante nos brinde va a ser conocida y manejada por investigadores éticamente 
calificados, que no divulgarán la información personal a personas externas al estudio, cumpliendo con el 
secreto profesional.  
 
8.3 Contribución a la línea de investigación del grupo. 
 
A partir del 2010, teniendo en cuenta la creciente participación en la investigación científica por parte de 
la Universidad del Rosario, y a sabiendas de la importancia que tienen los aspectos bioquímicos y 
moleculares en la resolución de los interrogantes relacionados con diversas enfermedades que afectan la 
calidad de vida de los seres humanos, el grupo Bio-Bio inició el desarrollo de la línea de investigación 
“Mecanismos bioquímicos y moleculares de la respuesta celular activada por estrés”. A través de esta línea 
de investigación, se busca fortalecer la investigación dentro del grupo, apoyar la formación de alto nivel de 
los nuevos científicos colombianos, e identificar y aportar soluciones a problemas existentes en la práctica 
médica. 
 
Con la participación de Investigadores Jóvenes en el desarrollo de este proyecto, el grupo Bio-Bio busca 
mejorar la compresión de los procesos moleculares y bioquímicos implicados en la respuesta celular a 
estresores, como la hipoxia y la respuesta inmune, que están asociados a la resistencia tumoral a 
tratamientos como la Radio- y la Quimioterapia. Adicionalmente, el desarrollo de este proyecto permitirá 
consolidar la alianza entre el grupo Bio-Bio y el Laboratorio de Reumatología e Inmunología, del 
Departamento de Pediatría, de la Universidad de Würzburg, permitiendo el desarrollo de investigación 
conjunta a largo plazo en la bioquímica del cáncer y la radio-oncología, generando así herramientas que 






8.4. Análisis estadístico. 
                      




     





Tabla 3. Análisis estadístico para los diferentes tratamientos del porcentaje de células vivas vistas por citometría de 






Tabla 4. Análisis estadístico para los diferentes tratamientos del porcentaje de células en apoptosis temprana vistas 







Tabla 5. Análisis estadístico para los diferentes tratamientos del porcentaje de células en apoptosis tardía vistas por citometría de 
flujo, figura 6. Prueba t de student, n=4. 
 
Tabla 6. Análisis estadístico para los diferentes tratamientos del porcentaje de células en necrosis vistas por 





Tabla 7. Análisis estadístico comparando  los diferentes estadios de viabilidad, apoptosis temprana, apoptosis 








Tabla 8. Análisis estadístico para la concentración de lactato en el medio extracelular para las diferentes relaciones 





Tabla 9. Análisis estadístico para el pH del medio de cultivo para las diferentes relaciones del co-cultivo, figura 9. 
Prueba t de student, n=3. 
 
 
Tabla 10. Análisis estadístico para el consumo de glucosa medido a través de la detección de la sonda fluorescente 2-












Tabla 11. Análisis estadístico para las veces de cambio de los niveles de ROS de las células HT-29 remanentes, para 












      8.5. Publicaciones derivadas.  
      8.5.1 Ponencia. 
Los resultados de este trabajo fueron presentados en un poster en el congreso “Tumour 








8.5.2. Artículo en revisión. 
Este trabajo está en revisión previa para ser sometido a alguna de las siguientes revistas: PLOS ONE, 
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